


















Neue Vakzinierungsstrategien:  
Orale Immunisierung mit rekombinanten  






















Orale Immunisierung mit rekombinanten
kommensalen Lebendvektoren unter Einsatz
des AIDA-Autotransportersystems
Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Naturwissenschaften im Fachbereich Biologie
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät





Dekan: Prof. Dr. A. Steinbüchel
Erster Gutachter: Prof. Dr. M. A. Schmidt
Zweiter Gutachter: Prof. Dr. V. Gerke
Tag der mündlichen Prüfungen: 28.01.2004






















Dr. Hans-Joachim Müller 
& 

























Die Nacht war kalt und sternenklar 
Da trieb im Meer bei Norderney 
Ein Suahelischnurrbarthaar.- 
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Der menschliche Organismus verfügt über eine Vielzahl von komplexen und 
effektiven Mechanismen zur Abwehr von Krankheitserregern. Dabei ist der Körper 
nicht nur gegen sich systemisch ausbreitende Pathogene gewappnet, sondern schützt 
gerade die für Infektionen anfälligen Oberflächen, die Schleimhäute, durch ein eigens 
dafür ausgelegtes System, das Mukosa-assoziierte lymphatische Gewebe, vor Besied-
lung und Invasion durch schädliche Keime. In den meisten Fällen ist der Körper durch 
das Zusammenspiel von angeborenen und adaptiven Immunreaktionen des 
systemischen wie auch des mukosalen Immunsystems in der Lage, sich erfolgreich 
gegen eine Infektion zur Wehr zu setzen. Darüber hinaus verschafft die adaptive 
Immunantwort einen oftmals langlebigen Immunschutz, der bei wiederholtem Kontakt 
mit einem Erreger dem Organismus Resistenz gegen eine erneute Infektion bietet. 
Allerdings gibt es Fälle, in denen ein Immunschutz vor dem Erstkontakt mit einem 
Pathogen wichtig wäre, z. B. wenn durch die Infektion bleibende Folgeschäden zu 
erwarten sind. Vakzine mit immunogenen aber unschädlichen Erregerbestandteilen 
bieten die Möglichkeit, einen spezifischen Immunschutz hervorzurufen, ohne daß die 
Risiken einer Infektion drohen. 
Der überwiegende Teil der zugelassenen Impfstoffe wird heutzutage parenteral 
verabreicht und bietet aufgrund der Immunisierungsroute zwar systemischen aber 
keinen mukosalen Schutz. Im Hinblick darauf, daß 90 % aller Infektionen über 
mukosale Oberflächen ihren Anfang nehmen, wäre ein lokaler mukosaler 
Immunschutz von Vorteil, der zusätzlich auch systemischen Schutz bieten könnte. 
Dafür wäre eine Vakzinierung über die mukosale Route notwendig. 
Für die mukosale Applikation von Impfstoffen ist es notwendig, Antigene in partiku-
lärer Form zu verabreichen. Nur in dieser Form ist gewährleistet, daß die Vakzine dem 
mukosalen Immunsystem präsentiert wird und die Induktion einer Immunreaktion 
erfolgen kann. 
Neben der Möglichkeit, Antigene an synthetische Träger zu koppeln, können auch Mi-
kroorganismen als Träger eingesetzt werden. Attenuierte mukosale Pathogene bieten 
sich aufgrund ihrer immunogenen Eigenschaften zwar als Lebendvektor an, jedoch 
bergen sie immer ein mögliches Restrisiko. 
Alternativ bietet sich die Möglichkeit, apathogene, kommensale Mikroorganismen auf 
ihre Eignung als Lebendimpfstoffträger zu untersuchen. 
In dieser Arbeit wurde der kommensale Escherichia coli-Stamm Nissle 1917 als 
Lebendvektor für eine orale Immunisierung eingesetzt. Monomere der B-Unterein-
heiten von Shigatoxin 1B, Shigatoxin 2B und Shigatoxin 2eB wurden als Antigene mit 
Hilfe eines Membranproteins, des AIDA-Autotransportersystems, auf der Oberfläche 
des E. coli-Stammes präsentiert. 
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Die anschließende Vakzinierung wurde im Mausmodell durchgeführt. Dazu wurden 
die rekombinanten Immunisierungsstämme den Versuchstieren oral verabreicht. Die 
Analyse der Immunantwort erfolgte durch die Bestimmung Antigen-spezifischer 
Antikörpertiter, die durch Endpunkttitration in ELISA gemessen wurden. Zur Analyse 
der mukosalen Immunreaktion wurde Antigen-spezifisches sekretorisches Immun-
globulin A in Kotextrakten nachgewiesen, die Analyse der systemischen Immunant-
wort erfolgte durch die Bestimmung von Antigen-spezifischem Immunglobulin G im 
Blutserum. 
Die Immunisierung mit Stx1B-präsentierenden E. coli Nissle 1917-Stämmen führte zu 
einer statistisch signifikanten Erhöhung Antigen-spezifischer Antikörpertitern im 
Serum. Ebenso konnte nach der Immunisierung mit dem Stx2eB-Antigen eine 
statistisch signifikante Erhöhung der Antikörpertiter in Kotproben nachgewiesen 
werden. Überraschend führte die Vakzinierung der Versuchstiere mit E. coli Nissle 
1917-Stämmen, die Stx2B auf ihrer Oberfläche präsentierten, zu keiner statistisch 
signifikanten Immunantwort. 
 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß die Oberflächenpräsentation von 
Antigenen zu einer Induktion des mukosalen Immunsystems führt. Kommensale 
Mikroorganismen sind dabei als Lebendvakzineträger geeignet. Im Hinblick darauf, 
daß attenuierte Pathogene unliebsame, teils auch schädigende Nebenreaktionen bei 
einer Immunisierung hervorrufen können, ist es lohnenswert, das Potential von 
kommensalen apathogenen Keimen als Lebendvakzineträger auszuleuchten. 
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2. Einleitung 
2.1 Mukosale Immunologie 
Die Haut des menschlichen Körpers bildet eine effiziente Grenze zwischen dem 
Organismus und der äußeren Umgebung, dabei stellen die obersten Schichten 
abgestorbener Keratinozyten eine physische Barriere dar. Zusätzliche Faktoren auf der 
Hautoberfläche wie der begrenzte Feuchtigkeitsgehalt, der saure pH-Wert, die niedrige 
Temperatur, der Salzgehalt des Schweißes, ausgeschiedene Substanzen wie z. B. 
Fettsäuren und Harnstoff und die Besiedlung durch kommensale Bakterien, 
kontrollieren eine schädliche mikrobielle Besiedlung. In der Regel ist erst bei Ver-
letzung der Haut ein Eindringen von Keimen möglich, gegen die sich der Körper mit 
Abwehrreaktionen des systemischen Immunsystems verteidigt. Die Haut stellt eine 
Barriere dar, die eine Invasion von pathogenen Keimen verhindert und gewährleistet, 
daß die internen Stoffwechselbedingungen konstant gehalten werden können.  
Allerdings ist gerade für die Aufrechterhaltung des Stoffwechsels ein Austausch von 
verschiedenen Stoffen, wie z. B. Gasen und Nährstoffen, mit der Umwelt notwendig. 
Dieser Austausch kann nur über speziell zu diesem Zweck ausgestattete Oberflächen - 
die Schleimhäute, die als Mukosa bezeichnet werden - erfolgen. Um einen solchen 
Stofftransfer zu ermöglichen, ist diese Schicht sehr dünn. Die Epithelmembran wird 
daher durch eine zusätzliche Schleimschicht, den Mukus, von der Außenwelt getrennt 
und geschützt. Diese Eigenschaften ermöglichen und erleichtern einen Material-
austausch mit der Umwelt, so z.B. den Gasaustausch in der Lunge oder die Nährstoff-
aufnahme im Gastrointestinaltrakt, bieten aber gleichzeitig Pathogenen eine leicht zu 
besiedelnde Oberfläche mit guten Nährstoffangeboten und ausreichender Feuchtigkeit. 
Zum Schutz der mukosalen Oberflächen hat sich ein spezieller Zweig der Abwehr, das 
mukosale Immunsystem, herausgebildet, das sowohl über angeborene als auch über 
adaptive Mechanismen zur Verteidigung vor Eindringlingen verfügt. 
2.1.1 Mukosale angeborene Immunität 
Im Gastrointestinaltrakt sorgen der niedrige pH-Wert des Magens, die Anwesenheit 
von Verdauungsenzymen, die Mukusschicht auf der einzellschichtigen Mukosa, die 
von Mikroorganismen meist nicht überwunden werden kann (FREY et al. 1996) und 
die Peristaltik des Darms als Komponenten des angeborenen mukosalen Immun-
systems dafür, daß pathogene Keime keinen Kontakt zum Epithel aufnehmen können. 
Zu diesem Zweig des Immunsystems zählt auch die Fähigkeit der Epithelzellen, als 
Antwort auf Kontakt mit Keimen antimikrobielle Substanzen, wie z. B. Defensine, in 
erhöhtem Maße zu produzieren und über die Ausschüttung von Chemokinen 
Phagozyten und professionelle Antigen-präsentierende Zellen (APC) anzulocken 
(O'NEIL et al. 1999; AYABE et al. 2000). 
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Um die Anwesenheit von Mikroorganismen überhaupt wahrnehmen zu können, ver-
fügen die Epithelzellen des Darms über Rezeptoren, die mehrere für Mikroorganismen 
typische molekulare Muster erkennen. Diese Rezeptoren gehören zu einer sehr 
heterogenen Familie von Proteinen, die entweder sezerniert oder aber auf der 
Zelloberfläche präsentiert werden und als pattern-recognition receptor (PRR) 
bezeichnet werden. Die von diesen PRR erkannten molekularen mikrobiellen 
Strukturen werden als pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) bezeichnet. 
Da sie sich aber nicht immer deutlich von molekularen Signalen unterscheiden, die 
auch von kommensalen Mikroorganismen ausgehen - z.B. zählen bakterielle 
Lipopolysaccharide zu den PAMPs - wäre die Bezeichnung microbe-associated 
molecular patterns (MAMPs) treffender (DIDIERLAURENT et al. 2002). Pilze, Gram-
negative und Gram-positive Bakterien, Mycobakterien und Viren produzieren für ihre 
Klasse typische MAMPs, so daß das Muster des erkannten MAMPs dem 
Immunsystem offenbar Rückschlüsse auf die Art des Eindringlings ermöglicht. 
2.1.2 Mukosale adaptive Immunität 
2.1.2.1 Das Mukosa-assoziierte lymphatische Gewebe 
Die adaptive Immunantwort erfolgt durch Zellen, die als mucosa-associated lymphoid 
tissue (MALT) organisiert sind. Hierzu gehören lymphatische Zellen, die verstreut im 
Gewebe vorliegen und Kontakt zur Mukosa haben. Zu diesen zählen auch intra- bzw. 
subepitheliale dendritische Zellen, die ebenfalls wie die Epithelzellen PRR 
exprimieren. Die Gesamtheit dieser Zellen wird als D-MALT (diffuse mucosa-
associated lymphoid tissue) bezeichnet. Neben den diffus verteilten Makrophagen, 
dendritischen Zellen und Lymphozyten des D-MALTs kommt es auch zu lokalen 
Ansammlungen dieser Zellen, die lymphatische Follikel ausbilden. Alle in follikulären 
Strukturen organisierten lymphatischen Zellen werden zum organized mucosa-
associated lymphoid tissue (O-MALT) zusammengefaßt. 
Im Bereich des Darms reichen diese hochorganisierten Follikel von der 
Bindegewebsschicht der Darmwand durch die Verschiebeschicht (Lamina propria) bis 
hin zum Darmlumen (Abb. 2.1). Besonders im Dünndarmbereich kommt es zu lokalen 
Aggregationen von einigen wenigen bis zu mehreren Hundert Lymphfollikeln, die als 
Peyer´sche Plaques bezeichnet werden (GEBERT 1996). 
Das Keimzentrum eines Lymphfollikels schließt sich an die Darmwand an und besteht 
hauptsächlich aus proliferierenden B-Zellen. Die Follikel sind von einer Korona aus 
kleinen B-Lymphozyten und wenigen T-Lymphozyten umgeben. In der Interfollikular-
zone finden sich dicht gepackte, die lymphatischen Gefäße und kleine, postkapilläre 
Venolen (HEV, high endothelial venules), umgebende T-Lymphozyten. Zum Darm-
lumen hin schließt sich an einen Lymphfollikel der Dombereich an, der sich 
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kuppelartig in das Lumen wölbt und aus einer Mischung von verschiedenen 








Die Epithelschicht, die den Dombereich zum Darmlumen hin abgrenzt, unterscheidet 
sich in ihren Eigenschaften und ihrer Zellzusammensetzung von dem übrigen auf die 
Resorption von Nährstoffen spezialisierten Darmepithel und wird daher als Follikel-
assoziiertes Epithel (FAE) bezeichnet. Nur selten kommen in diesem Bereich Zellen 
vor, die Mukus, Defensine oder Lysozym produzieren (OWEN 1999). Die Enterozyten 
des FAE können keine polymeren Immunglobuline A (p-IgA) translozieren (PAPPO 
und OWEN 1988) und weisen nur wenige membran-assoziierte Hydrolasen auf 
(SAVIDGE und SMITH 1995), so daß ein direkter lokaler Kontakt zu nativen Antigenen 
und Mikroorganismen des Darmlumens gefördert wird (DIDIERLAURENT et al. 2002). 
Ausschließlich in diesem Bereich des Darmepithels kommen M-Zellen vor, die 
sich in ihrer Funktion und aufgrund einiger morphologischer Besonderheiten von den 
benachbarten Enterozyten unterscheiden (Abb. 2.2): Statt des regelmäßigen Mikro-
villisaumes besitzen sie auf ihrer apikalen Oberfläche unregelmäßige, bewegliche 
Einfaltungen, die von einer nur sehr gering ausgeprägten Glykokalix bedeckt sind. Das 
Antigen- und Glykosylierungsmuster der M-Zellmembran ist einer so großen Varia-
tionsbreite unterworfen, daß ein generelles Markermolekül für diesen Zelltyp bisher 
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noch nicht identifiziert werden konnte. Aufgrund dieser Variation kann die M-
Zelloberfläche als Rezeptor für eine Vielzahl von im Darmlumen vorkommenden 
Substanzen dienen. Eine weitere Besonderheit der M-Zellmorphologie besteht darin, 
daß die basolaterale Membran durch eine ausgeprägte Invagination eine Art "Tasche" 
bildet, in der sich B- und T-Lymphozyten sowie Makrophagen aufhalten (NEUTRA et 
al. 1996). Der Abstand zwischen der basolateralen und apikalen M-Zellmembran 
beträgt dadurch an manchen Stellen nur noch 1 - 2 µm, eine Eigenschaft, die den 
Transport von fremdem Material vom Darmlumen zu den in der Tasche befindlichen 
lymphatischen Zellen wahrscheinlich deutlich erleichtert und beschleunigt 





Abb. 2.2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Darmepithels der Maus im Bereich des 
FAE des Ileums: Das Gewebe wurde mit reduziertem Osmiumtetroxid fixiert und so die Glycokalix 
ebenfalls sichtbar gemacht. In A ist eine „typische“ M-Zelle abgebildet, in deren Tasche sich wenige 
Lymphozyten und wahrscheinlich ein Bakterium befinden. Die Glycokalix eines der benachbarten 
Enterozyten ist deutlich zu sehen.  
B stellt eine M-Zelle dar, deren Tasche durch die Einwanderung außergewöhnlich vieler Lymphozyten 
stark vergrößert ist. In engem Kontakt mit einem benachbarten Enterozyten stehen segmented 
filamentous bacteria (SFB). Vergrößerungen: A: 3.000-fach, B: 2.400-fach. 
 
 
Die follikulären Bereiche des O-MALT des Darms (O-GALT, organized gut-
associated lymphoid tissue) zählen zu den Loci, in denen der Kontakt zwischen kör-
perfremden Strukturen, möglichen Antigenen, und lymphatischen Zellen hergestellt 
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wird (NEUTRA et al. 1996). Häufig führen Ereignisse in diesen Follikeln dazu, daß 
eine Antigen-spezifische adaptive Immunantwort induziert wird. 
2.1.2.2 Mechanismen der Antigenaufnahme 
Für die adaptive Immunantwort ist erforderlich, daß potentielle Antigene, also 
Fremdmaterial, das möglicherweise in der Lage wäre, eine Immunreaktion auszulösen, 
den Zellen des Immunsystems präsentiert werden. Dazu müssen diese Fremdstoffe das 
Darmepithel überwinden, um mit dem lymphatischen Gewebe in Kontakt zu kommen. 
Die Epithelzellen sind durch tight junctions miteinander verbunden, so daß nur Was-
ser, Ionen und kleine organische Moleküle das Epithel passieren können. Peptiden, 
Makromolekülen und Mikroorganismen hingegen bleibt der Durchtritt verwehrt. 
Die Überwachung des Darmlumens und die Aufnahme von möglichen Antigenen ist 
daher eine vom Organismus aktiv wahrgenommene Aufgabe, die auf drei unter-
schiedlichen Wegen erfüllt wird: Am ersten sind absorptive Zellen des Darmepithels, 
die Enterozyten, beteiligt, am zweiten M-Zellen, der letzte Weg führt über dendritische 
Zellen. 
Enterozyten sind in der Lage, mögliche Antigene auf unterschiedliche Art auf-
zunehmen. Zum einen kann die Aufnahme durch vorangegangene Rezeptorbindung, 
zum anderen durch nicht-adsorptive Endozytose erfolgen. Nach Prozessierung werden 
die „Antigene“ entweder im MHC-Klasse I- oder Klasse II-Kontext speziellen Lym-
phozyten des D-MALT, den intestinal epithelial lymphocytes (IEL), präsentiert 
(KAISERLIAN 1999). Da die Enterozyten keine ko-stimulatorischen Moleküle expri-
mieren, wird vermutet, daß dieser Weg zur Immunsuppression und nicht zur Akti-
vierung von Lymphozyten führt (MICHAEL 1989; HERSHBERG et al. 1997). 
Die Morphologie der apikalen M-Zellmembran begünstigt die spezifische und 
unspezifische Bindung und die Aufnahme von Antigenen. Die Rezeptorvermittlung 
beeinflußt die Aufnahme von Substanzen zwar positiv, ist jedoch nicht zwingend dafür 
notwendig (KRAEHENBUHL und NEUTRA 2000). Die Aufnahme von fremdem Material 
kann durch (Makro-)Pinozytose und Phagozytose erfolgen, so daß ein breites 
Spektrum an antigenem Material - vom Makromolekül über Partikel, Viren und 
Flüssigkeiten bis hin zu Bakterien - aufgenommen werden kann (OWEN 1977). In 
einem zweiten Schritt wird das Fremdmaterial mit Hilfe von Transzytose zur 
intraepithelialen Tasche transportiert. Eine Prozessierung der potentiellen Antigene 
erfolgt dabei mit großer Wahrscheinlichkeit nicht oder nur selten, so daß die 
lymphatischen Zellen mit „nativen“ Antigenen in Kontakt treten (OWEN et al. 1986; 
SANSONETTI und PHALIPON 1999). Die auf diesem Wege dem Immunsystem 
präsentierten körperfremden Strukturen können zur Induktion einer adaptiven Immun-
reaktion führen (NEUTRA et al. 1987; TRIER 1991; NEUTRA et al. 1996). 
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Ein wesentlicher Bestandteil zur Abwehr von „feindlichem“ Material wird dabei von 
polymeren IgA-Molekülen geleistet, die Rezeptor-vermittelt durch Enterozyten ins 
Darmlumen transportiert werden (PAPPO und OWEN 1988). Ein Peptid des Rezeptors, 
die sekretorische Komponente, SC, bleibt nach dem Transport mit dem Polymer - 
häufig handelt es sich um Dimere - verbunden und erhöht die Resistenz der 
sekretorischen Immunglobuline (S-IgA) gegen proteolytischen Abbau. Die Interaktion 
der S-IgA mit den entsprechenden Antigenen im Darmlumen führt zu deren 
Neutralisation. M-Zellen verfügen über Rezeptoren, die die Transzytose von Anti-
körper-Antigen-Komplexen vermitteln, so daß der wiederholte Kontakt mit den 
Komplexen möglicherweise zur Stimulierung bzw. Regulierung der entsprechenden 
lymphatischen Zellen beiträgt (WELTZIN et al. 1989).  
Dendritische Zellen sind beteiligt an der Präsentation der Antigene, die von M-
Zellen über das Epithel transloziert werden. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, 
daß sie in der Lage sind, intraepitheliale Ausläufer zu bilden und so in direkten 
Kontakt mit den Fremdstoffen im Darmlumen treten zu können. Es wird vermutet, daß 
dendritische Zellen nach Aufnahme von Material in die Lamina propria und bzw. oder 
Lymphknoten wandern (HUANG et al. 2000). 
2.2 Mukosale Vakzine 
Der Organismus wird von einem komplexen Immunsystem geschützt, das über 
spezielle Zweige sowohl zur angeborenen als auch zur adaptiven Abwehr von 
systemischen oder mukosalen Erregern verfügt. So wird die Invasion des Körpers 
durch Pathogene in den meisten Fällen erfolgreich abgewehrt, auch wenn es sich um 
einen Erstkontakt mit einem Krankheitserreger handelt und spezifische Abwehrmecha-
nismen noch induziert werden müssen. In manchen Fällen wäre es jedoch von großem 
Vorteil, wenn vor dem Erstkontakt mit einem pathogenen Keim bereits ein 
spezifischer Immunschutz vorläge.  
Dieser Vorteil wäre besonders bei einer Infektion mit solchen Erregern 
wesentlich, bei denen der Krankheitsverlauf so rasch und massiv eintritt, daß die 
körpereigene Immunabwehr erst mit einer zu großen Zeitvergrößerung zum Tragen 
käme, wie es z. B. bei Cholera der Fall ist. Wird von dem Erreger das Immunsystem 
selbst befallen, so ist auch hier ein Immunschutz vor dem Erstkontakt die einzige 
Möglichkeit, der Infektion Einhalt zu gebieten. Als Beispiel sei hier der HIV (human 
immunodeficiency virus) genannt. Manche Krankheitsverläufe sind für den Organis-
mus nicht letal, führen aber zu Folgeschäden am Organismus, wie sie z. B. bei Polio 
auftreten. 
Ein Immunschutz vor Erstkontakt läßt sich durch Impfungen mit Vakzinen 
erzielen, die zwar die immunogenen Bestandteile des Pathogens enthalten, so daß eine 
protektive Immunantwort durch die Gabe der Impfung ausgelöst wird, die aber selbst 
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keine Infektion mehr auslösen können. Da über 90 % aller Infektionen ihren Anfang 
an einer mukosalen Oberfläche des menschlichen Organismus nehmen - die Mukosa 
eines Erwachsenen bietet allein schon aufgrund ihrer Gesamtfläche von 400 m2 mehr 
Angriffsfläche und Gelegenheit zur Infektion als die Haut, die etwa 2 m2 umfasst - wä-
re es von großem Vorteil, wenn durch die Impfung primär ein Impfschutz auf der 
betroffenen Mukosa erzielt werden könnte. Mit wenigen Ausnahmen werden 
allerdings bis zum heutigen Tage Vakzinen fast ausschließlich systemisch verabreicht 
und bieten aufgrund der gewählten Immunisierungsroute nur einen systemischen 
Schutz. Mukosal verabreichte Vakzinen dagegen bieten neben der angestrebten 
mukosalen zusätzlich - quasi als Rückversicherung - auch noch eine systemische 
Resistenz (AUTENRIETH und SCHMIDT 2000). 
Es ist also nicht verwunderlich, daß in den letzten Jahren vermehrt die 
Möglichkeiten zur mukosalen Vakzinierung erforscht wurden. Neben der Frage, in 
welcher Form der Impfstoff das mukosale Immunsystem am effektivsten stimuliert, ist 
auch nicht abschließend geklärt, in welchem Zusammenhang die O-MALT der 
verschiedenen Schleimhautregionen stehen; so ist z.B. ungewiß, ob intranasal verab-
reichte Vakzinen grundsätzlich nur zur Induktion des NALT (nasopharynx-associated 
lymphoid tissue) mit nachfolgendem Schutz der Naso-Phasynx oder auch zur 
Induktion des GALT führen. 
2.2.1 Oral verabreichte mukosale Vakzine 
Während anfänglich experimentelle Ergebnisse zur Mukosaimmunologie noch den 
Schluß zuließen, daß es sich beim MALT um ein zusammenhängendes System 
handelt, das mit einer einheitlichen Immunreaktion an allen mukosalen Oberflächen 
antworten würde, ganz gleich an welcher mukosalen Region der Kontakt zum Antigen 
stattfinden würde (DIETRICH et al. 2003), zeigten weiterführende Experimente, daß das 
MALT eine Kompartimentalisierung aufweist (MCDERMOTT und BIENENSTOCK 1979; 
CZERKINSKY et al. 1987): Die stärkste Immunantwort wird immer am Ort der In-
duktion gegeben (MOLDOVEANU et al. 1995; WU und RUSSELL 1997). In Abhängig-
keit von dem Induktionsort fällt die Antwort an weiteren Effektorstellen stärker oder 
schwächer aus; beispielsweise würde man bei einer intranasalen Immunisierung eine 
schwächere Immunantwort im BALT (bronchus-associated lymphoid tissue) als im 
NALT erwarten, aber keine besonders ausgeprägte Antwort auf der Mukosa des Uro-
genitaltrakts feststellen. Das GALT als Ort der Immunisierung führt zwar auch wieder 
zum stärksten Immunschutz an der Induktionsstelle, also am Gastrointestinaltrakt, 
allerdings wird - in schwächerem Maße - das gesamte MALT zur Effektorregion 
(MESTECKY 1987). 
Bei der Entwicklung einer oral applizierten Vakzine, deren Ziel die Immunisierung des 
GALT ist, müssen die Eigenschaften aller Epithelzellen berücksichtigt werden: 
Einleitung 10
Während eine Aufnahme des Antigens durch die Enterozyten mit großer Wahrschein-
lichkeit zum Phänomen der Toleranz führen würde, kann die M-Zell-vermittelte 
Transzytose des Antigens zur Aktivierung des Immunsystems führen. Durch die 
resorptiven Enterozyten werden hauptsächlich lösliche Substanzen mit Hilfe von 
Pinozytose aufgenommen, so daß die Applikation der Vakzinen in partikulärer Form, 
wie z.B. in Form von Bakterien, Viren und Pilzen, die Induktion der Toleranz 
vermeiden könnte. Die Aufnahme partikulärer Stoffe, wie z. B. von Mikroorganismen, 
erfolgt fast ausschließlich durch M-Zellen (WOLD et al. 1989). 
 
Als partikuläre Träger des Antigens können sowohl synthetisch erzeugte Systeme als 
auch Bakterien und Viren genutzt werden. Bei Verwendung von synthetischem 
Material konnte gezeigt werden, daß Stoffe mit hydrophoben Eigenschaften, wie z. B. 
Polystyrol, in höherem Maße transportiert werden als negativ-geladene Träger (JANI et 
al. 1989). Dabei kann die Bindung der Partikel an M-Zellen durch ausgewählte 
Liganden, wie z. B. Choleratoxin B-Untereinheiten, Immunglobuline oder Lektine 
(CLARK et al. 2000), noch weiter verbessert werden. Durch die Kopplung mit immu-
nogenen Substanzen, unterschiedlichen Antigenen und M-Zell-spezifischen Liganden 
ließen sich auf diesem Wege Partikel-Vakzine entwerfen, die in der Lage wären, 
sowohl ihre Aufnahme durch M-Zellen als auch die Induktion des lymphatischen Ge-
webes herbeizuführen. 
Weniger steuerbar ist der Einsatz von lebenden Mikroorganismen, wie z.B. 
attenuierten Pathogenen, als Vakzineträger, der dafür allerdings mit anderen Vorteilen 
verbunden ist: Attenuierte Keime konfrontieren das Immunsystem mit einem wahren 
Cocktail an stimulatorischen Substanzen. Unter diesen befinden sich Proteine, 
Polysaccharide, Lipide und Glycolipide. Darüber hinaus ahmen sie trotz fehlender 
Pathogenität häufig noch eine Wildtypinfektion nach. Sie sind selbstreplizierend und 
möglicherweise zusätzlich, wenigstens über einen gewissen Zeitraum, auch Koloni-
sierer des Darms. Dadurch wird gewährleistet, daß das Immunsystem auch über einen 
für die Induktion einer Immunantwort hinreichend langen Zeitraum mit der Vakzine 
und den Zielantigenen in Kontakt tritt. Die Antigene werden dem GALT in nativer 
Form präsentiert, so daß eine protektive Immunantwort sichergestellt sein sollte. 
Zudem können auf diesem Wege dem lymphatischen Gewebe auch molekulare 
Strukturen präsentiert werden, die nur unter in vivo Bedingungen synthetisiert werden 
(LYCKE und HOLMGREN 1986). Weiterhin entscheiden die invasiven Eigenschaften 
des eingesetzten attenuierten Pathogens möglicherweise mit über die Art der 
hervorgerufenen Immunantwort; bisherige Ergebnisse lassen den Schluß zu, daß 
invasive Mikroorganismen als Vakzineträger zu zellulären Immunantworten führen, 
während nicht-invasive in erster Linie humorale Immunreaktionen hervorrufen 
(MOLLENKOPF et al. 2001). Eine nicht unbedeutende Rolle spielt aufgrund der 
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niedrigeren Produktionskosten der wirtschaftliche Faktor: Er würde oralen Lebend-
vakzinen den Vorzug vor synthetischen multivalenten Vakzinepartikeln geben. 
Auf den ersten Blick scheint es daher sehr verwunderlich, daß von den 30 
Impfstoffen, die von 1800 - 2002 in den Vereinigten Staaten erhältlich waren, der 
überwiegende Teil parenteral, hingegen lediglich sechs Vakzinen über die mukosale 
Route verabreicht wurden (OGRA 2003). Von den letzteren wurden zwei aus dem 
Verkehr gezogen; zum einen die von Sabin (SABIN 1965) entwickelte orale Polio-
vakzine aufgrund immer wieder auftretender Impfschäden durch die Reversion zum 
virulenten Virus der drei darin enthaltenen attenuierten Poliovirusstämmen; zum 
anderen eine Rotavirusimpfung wegen auftretender Komplikationen (Intussuszeption, 
d.h. Invagination, des Darms) bei immunisierten Kindern. Im Gegensatz zu den durch 
Attenuierung erzeugten Poliovakzinestämmen ist die Rotavirusvakzine durch Rekom-
binationen zwischen humanpathogenen und Rhesus-pathogenen Stämmen erzeugt 
worden. Mit dem Rhesusrotavirus Typ 3 wurde hierzu jeweils ein Gen der humanen 
Rotaviren Typ 1, 2 und 4 kombiniert (DE ALMEIDA et al. 1999). 
Die Vorteile einer mukosalen Vakzinierung müssen beim Einsatz attenuierter 
Keime sorgfältig gegen mögliche Risiken abgewogen werden. Zu den möglichen 
Risiken zählen das Auftreten von Revertanten und von durch Komplementation unter-
schiedlich attenuierter Stämme eines Pathogens geschaffenen Wildtypen. Die Im-
munogenität von attenuierten Pathogenen ist oft so hoch, daß sie nicht zur Präsentation 
heterologer Antigene genutzt werden können: nach einmaliger Immunisierung müssen 
teils Jahre vergehen, bis eine Boostervakzinierung noch zu einer Steigerung bzw. 
Induktion der Immunantwort führt.  
Bei der Typhusvakzine Ty21a, einer bisher nicht im Detail charakterisierten, 
durch chemische Mutagenese erzeugten Mutante des Stamms Ty2 Salmonella enterica 
var. Typhi, ist eine Boostervakzinierung nach zweieinhalb Jahren noch nicht so effi-
zient wie eine, die dreieinhalb Jahre nach der ersten Immunisierung verabreicht wird 
(KOLLARITSCH et al. 2000). Dies läßt sich durch das Vorhandensein von gegen den at-
tenuierten Stamm gerichteten, neutralisierenden Immunglobulinen A erklären, die 
einen Kontakt von Vakzineträger und lymphatischem Gewebe verhindern. Ein 
weiteres Risiko birgt die Möglichkeit, Bakteriämien hervorzurufen (GARMORY et al. 
2002). 
Bei dem Versuch, pathogene Keime soweit zu attenuieren, daß sämtliche bekannte 
Virulenzeigenschaften deletiert und somit auch sämtliche Risiken ausgeschlossen 
werden könnten, mußte oftmals festgestellt werden, daß diese als Vakzineträger 
eingesetzten Keime ihre Immunogenität verloren hatten und daher keine ausreichende 
Reaktion des Immunsystems mehr hervorriefen, wie es bei 445Ty, einer weiteren 
Mutante von Salmonella enterica var. Typhi der Fall war (HOHMANN et al. 1996). 
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Der Einsatz attenuierter Mikroorganismen als Vakzineträger erweist sich bis 
zum heutigen Tage als ein schwieriges Unterfangen, das mit schwer abschätzbaren 
Risiken verbunden ist. Hinzu kommt, dass attenuierte Pathogene, wie etwa Salmonel-
la-Mutanten, unter Umständen auf eine problematische Akzeptanz in der Bevölkerung 
stoßen könnten. Ungeachtet dessen hat sich die Wichtigkeit einer Vakzinierung, die 
schon mukosalen Oberflächen Resistenz gegen Infektionen verleiht, z. B. in 
Anbetracht der auftretenden Antibiotikaresistenzen, herauskristallisiert, so daß auf der 
Suche nach mukosalen Vakzinemöglichkeiten neue Wege begangen werden. 
 
Die überwiegenden Vorteile, die mit der Applikation attenuierter Mikroorganismen 
verbunden sind, ohne jedoch die unerwünschten Risiken zu bergen, sind bei 
apathogenen Keimen, kommensalen wie auch probiotischen Stämmen, anzutreffen. Im 
Jahre 1995 gelang es MEDAGLINI et al., den oralen kommensalen Stamm Streptococ-
cus gordonii als Lebendvektor zur Präsentation heterologer Antigene einzusetzen 
(MEDAGLINI et al. 1995). Mittlerweile wurden Milchsäurebakterien bezüglich ihrer 
Eignung als orale Lebendvektoren untersucht. Bei der Verwendung von Lactococcus 
lactis als Antigenträger bei oraler Vakzinierung konnten protektive Antikörpertiter 
sowohl im Serum als auch im Kot immunisierter Mäuse nachgewiesen werden 
(ROBINSON et al. 1997). Weiterhin konnte gezeigt werden, daß sowohl zelluläre als 
auch humorale Immunantworten durch die Immunisierung mit Milchsäurebakterien er-
zielt werden können (RESCIGNO et al. 1998). Darüber hinaus weisen diese Stämme 
selbst zwar immunostimulatorische Eigenschaften, aber niedrige antigene Potenz auf. 
Dies würde erklären, warum das Phänomen der Toleranz bei Einsatz dieser 
Kommensalen als Lebendträger bisher nicht beobachtet wurde. 
2.3 Komponenten einer oralen Lebendvakzine 
2.3.1 Lebendvektor 
Die Vorteile von vitalen Mikroorganismen als Träger von Antigenen für die orale 
mukosale Immunisierung liegen auf der Hand. Der Einsatz von attenuierten Keimen 
als Lebendvektor ist bisher ein mit Risiken verbundenes Unterfangen, so daß sich nun 
die Untersuchung von apathogenen Keimen auf ihre Eignung als Vakzineträger 
aufdrängt. Neben der Charakterisierung bisher nicht genau beschriebener Keime 
besteht die Möglichkeit, gut definierte und en detail untersuchte Stämme in experi-
mentellen Ansätzen als Lebendvektor zu nutzen. 
Zu den mittlerweile bestuntersuchten kommensalen Stämmen zählt der E. coli-
Stamm Nissle 1917 (NISSLE 1918), der ein Wildtypisolat darstellt, das mittlerweile seit 
über 80 Jahren als Therapeutikum zur Regeneration der menschlichen Darmflora 
eingesetzt wird. Zu seiner Entdeckung kam es bei der Untersuchung eines Pionier-
unteroffiziers, der im Balkankrieg in der Dobrudscha im Gegensatz zu seinen 
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Kameraden als einziger von einer Darmerkrankung verschont geblieben war. Früh 
erkannte Prof. Dr. Alfred Nissle, der zu dieser Zeit Leiter des „Badischen Medizinal-
untersuchungsamtes für ansteckende Krankheiten“ in Freiburg war, die therapeutische 
Anwendbarkeit dieses Stammes und meldete ihn bereits im Jahre 1916 als geschütztes 
Warenzeichen unter der Bezeichnung Mutaflor® an (NISSLE 1919, 1925). Nach dem 
Tod seiner zweiten Ehefrau im Jahre 1970 wurde das Präparat Mutaflor® 
einschließlich aller Rechte an dem E. coli-Stamm Nissle 1917 von der Firma 
Ardeypharm GmbH in Herdecke erworben. 
Unterdessen erfolgte die Charakterisierung des Stammes, der unter der Bezeichnung 
DSM 6601 in der „Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen“ in 
Braunschweig hinterlegt ist, unter molekulargenetischen, serologischen, mikrobiolo-
gischen und biochemischen Gesichtspunkten, so daß der Stamm seit 1976 als mög-
liches probiotisches Arzneimittel zugelassen ist. 
Aufgrund der genauen Stammcharakterisierung können pathogene Eigenschaften 
ausgeschlossen werden; darüber hinaus wurden seine stammspezifischen Eigen-
schaften auf eine therapeutische Wirkweise untersucht: Seine antagonistischen Eigen-
schaften können auf die Produktion zweier Mikrozine zurückgeführt werden (PATZER 
et al. 2003), und die Synthese sechs verschiedener Eisenaufnahmesysteme unterstützt 
die „Fitneß“ des Stammes (SCHUBERT et al. 1999). Drei verschiedene fimbrielle 
Adhäsine (BLUM et al. 1995), die sowohl an Mukus als auch an Epithelzellen binden 
können, sorgen möglicherweise für die ausgezeichnete Kolonisierungsfähigkeit im 
humanen Gastrointestinaltrakt, die durch eine extreme, durch H1 Flagellen verliehene, 
Motilität gefördert wird. 
In unterschiedlichen experimentellen und klinischen Studien sind die immunomodula-
torischen Eigenschaften des Stammes bestätigt worden; so konnten bei der Koloni-
sierung von Neugeborenen in einer Doppelblindstudie signifikant erhöhte IgA und 
IgM Titer in Blutseren und Stuhlfiltraten nachgewiesen werden. Auch die Induktion 
zellulärer Immunantworten scheint gesichert (CUKROWSKA et al. 2002).  
Aufgrund der detaillierten Stammtypisierung des E. coli Nissle 1917 können bei seiner 
Anwendung als Therapeutikum unliebsame oder sogar gesundheitsgefährdende 
Nebeneffekte ausgeschlossen werden. Seine immunmodulatorischen Eigenschaften 
verleihen ihm darüber hinaus möglicherweise auch eine ausgezeichnete Wirkung als 
Adjuvanz, so daß sich dieser probiotische E. coli-Stamm als Träger für die Konstruk-
tion von Lebendvakzinen anbietet. 
2.3.2 Modul zur Präsentation heterologer Antigene 
Bei der Vakzinierung mit oral verabreichten Lebendvektoren ließ sich wiederholt 
zeigen, daß membranständige Oberflächen-exprimierte oder sezernierte Antigene zu 
einer stärkeren Immunantwort führen als es zytoplasmatisch vorliegende tun (HESS et 
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al. 1996; RIZOS et al. 2003). Heterologe Antigene sollten dabei möglichst auf der 
Oberfläche präsentiert werden. Um dabei nicht eine unerwünschte Toleranz zu 
induzieren, ist es angebracht, das Antigen kovalent an den Träger zu binden, statt es 
als sekretorisches Molekül zu exprimieren. Die Kopplung des Antigens an die 
Oberfläche des Lebendvektors würde darüber hinaus die Eigenschaften des 
Vakzineträgers als Adjuvanz ausnutzen. 
Zur Sekretion bzw. Präsentation von Proteinen haben sich unterschiedliche Se-
kretionsmechanismen Gram-negativer Bakterien herausgebildet. Besonders pathogene 
Mikroorganismen verfügen über eine Vielzahl von Sekretionssystemen, die für die 
Oberflächenpräsentation oder die Sekretion von Virulenzfaktoren verantwortlich sind. 
Zur Zeit werden diese Sekretionssysteme in fünf Klassen eingeteilt, die entweder den 
Transport über die innere und äußere Membran gewährleisten oder aber für die 
Translokation durch die innere Membran den ATPase abhängigen sec-Sekretions-
mechanismus nutzen. An der Sekretion von „Passagiermolekülen“ mit Hilfe der 
Systeme Typ I - Typ IV sind mindestens drei verschiedene Proteine (Typ I), teils sogar 
etwa vierzehn (Typ II) beteiligt, die eine komplizierte Translokationsmaschinerie 
bilden. Vergleichsmäßig primitiv erfolgt die Sekretion mit Hilfe des fünften Systems, 
da das sekretierte Peptid Teil des Transporters ist (Abb. 2.3). Der Name „Auto-
transporter“ ist für diesen Sekretionsmechanismus sehr bildhaft und hat sich daher als 
die gebräuchlichste Bezeichnung etabliert (KLAUSER et al. 1993; LOVELESS und SAIER 
1997; HENDERSON et al. 2000). 
Trotz einer großen Variationsbreite in der Funktion der verschiedenen 
Autotransporter lassen diese Proteine Gemeinsamkeiten im modulären Aufbau 
erkennen: An N-terminaler Position befindet sich eine bis zu 56 Aminosäuren lange 
Signalsequenz (auch Präpeptid) genannt - die bei der Translokation durch die innere 
Membran, die vom sec-Apparat vermittelt wird, abgespalten wird (BRANDON et al. 
2003; SIJBRANDI et al. 2003). Das periplasmatische Protein besteht nun aus zwei 
Domänen: der C-terminalen β-Domäne, die sich als faßartige, aus β-Faltblättern 
bestehende β-barrel Struktur in die äußere Membran einlagert und der N-terminalen 
α-Domäne, die auf der Bakterienoberfläche präsentiert wird. Bei vielen Autotranspor-
tern wird vermutet, daß nach der Integration in die Membran eine autokatalytische 
Spaltung der α-Domäne vom Transporterteil erfolgt. 
Zu den Autotransporterproteinen zählt auch das adhesin involved in diffuse 
adherence (AIDA), welches von Benz und Schmidt (BENZ und SCHMIDT 1989, 1992, 
1992) als Adhäsin charakterisiert wurde. Dieses zeichnet sich für den Phänotyp der 
diffusen Adhärenz eines klinischen Isolats verantwortlich. Bei dem Isolat handelt es 
sich um den E. coli-Stamm 2787, der sich aufgrund seiner Serotypisierung als entero-
pathogener E. coli (EPEC) klassifizieren ließ und aus Proben eines an Diarrhoe er-






Abb. 2.3: Schematische Darstellung des Autotransportermechanismus: Der Transport des 
Proteins durch die innere Membran in den periplasmatischen Raum erfolgt mit Hilfe des sec-Apparats. 
Dabei wird das Signalpeptid (hier als gestrichelte Linie dargestellt) abgespalten. Durch die 
nachfolgende Integration der Autotransporterdomäne (schwarze Linie) in die äußere Membran wird 
die Passagierdomäne (graue Linie) auf die bakterielle Oberfläche transloziert. 
 
 
Weitere Studien zur Charakterisierung des Transporteranteils ergaben, daß sich die β-
Domäne, AIDAC, funktional in einen 336 Aminosäuren umfassenden C-terminalen 
Teil, β2, und in einen aus 104 Aminosäuren bestehenden N-terminalen Bereich, β1, 
einteilen läßt (SUHR et al. 1996). Während die β2-Domäne die für die Translokation 
notwendige β-Faltblatt-Struktur bildet, ist β1 diesem barrel von außen aufgelagert und 
stellt die Verbindung zwischen dem Adhäsin, AIDA-I und dem Translokatorkern β2 
dar (KONIECZNY 1999, 2001). KONIECZNY et al. konnten zeigen, daß ein Austausch 
des Adhäsins gegen heterologe Antigene möglich ist (KONIECZNY et al. 2000). Durch 
den Austausch der N-terminalen Aminosäure der β1-Domäne konnte darüber hinaus 
die - wahrscheinlich autokatalytisch - auftretende Prozessierung des Passagiers unter-
bunden werden, so daß dieser nach Translokation kovalent mit dem Transporter 
AIDAC verbunden bleibt. 
Der Autotransporter AIDAC zeigt sich aufgrund bisheriger Studien als geeignetes 
Modul zur Präsentation heterologer Antigene auf der Oberfläche Gram-negativer 












Weder der Einsatz von E. coli Nissle 1917 als Lebendvektor noch von AIDAC als 
Modul für die Präsentation heterologer Antigene auf der Oberfläche eines Gram-
negativen Vakzineträgers ist bisher detailliert untersucht worden. Die Möglichkeiten 
und die Grenzen dieses Systems zur Entwicklung von Lebendvakzinen sind daher 
völlig offen. Manche Peptide eignen sich in diesem System möglicherweise als 
Antigen, während sich andere Antigene aufgrund einer unzureichenden oder unzu-
gänglichen Oberflächenpräsentation als ungeeignet herausstellen könnten. Darüber 
hinaus können auch die bei einer Immunisierung in Tiermodellen hervorgerufenen 
Immunantworten aufgrund der Peptid-Trägersystem-Kombination stark variieren. 
Daher bietet es sich an, verschiedenartige Peptide einzusetzen, um das Potential dieses 
Vakzinesystems näher zu charakterisieren. 
2.3.3.1 Masern N-Protein 
Masern ist eine hoch infektiöse, virale Erkrankung, die durch das Masern Morbilli-
virus ausgelöst wird. Eine antivirale Therapie ist nach erfolgter Infektion praktisch 
nicht möglich. Jedoch gibt es eine hocheffektive Vakzine, die aus einem attenuierten 
Lebendimpfstoff besteht, der heutzutage oft als Kombinationspräparat mit Mumps- 
und Rötelvakzinen verabreicht wird. Durch die Einführung der Vakzine konnten die 
durch Masern verursachten Todesfälle unter Kindern von 7 - 8 Millionen Fällen 
jährlich auf etwa 1 Million gesenkt werden (KATZ 1995). 
Der Krankheitsverlauf ist sehr stark abhängig von dem Ernährungs- und Gesundheits-
zustand infizierter Personen. Komplikationen wie Mittelohrentzündung, Erblindung 
oder lebensbedrohliche Lungenentzündungen treten bei geschwächten Personen mit 
größerer Häufigkeit auf. Ein Teil der leider auftretenden Todesfälle wird durch eine 
ungenügende Bereitstellung des Impfstoffs in Kombination mit einer Schwächung der 
Immunabwehr, u.a. durch die schlechten Ernährungsbedingungen von Kindern, im 
besonderen in den Schwellenländern, verursacht. 
Eine weitere Ursache für die Sterblichkeit liegt darin, daß Kinder im Alter von etwa 6 
Monaten suszeptibel werden, die Vakzine aber erst im Alter von 12 - 18 Monaten 
verabreicht werden kann, um Störreaktionen durch maternale Antikörper (sogenannter 
Nestschutz) zu vermeiden (GRIFFIN 1995). 
Eine rekombinante Vakzine, die keine Infektionsrisiken birgt und keine Reaktionen 
mit maternalen Antikörpern zeigt, könnte möglicherweise einen Schutz für Kinder bis 
zum Erreichen des 1. Lebensjahres darstellen. Dies gilt im besonderen für Kinder in 
Schwellenländern, die keinen ausreichenden Schutz durch maternale Antikörper 
erhalten haben. 
Das Masernvirus besteht wie alle Paramyxoviridae aus einem einzelsträngigen minus-
RNA-Molekül. Dieses bildet zusammen mit den Proteinen P (Phosphoprotein als Ko-
Einleitung 17
faktor für die Transkription), L (Polymerase) und dem Hauptstrukturprotein N (Nu-
kleokapsidprotein) eine Ribonukleoproteinstruktur aus, die von einer Membranhülle 
umgeben ist. Die Proteine F (Fusion) und H (Hämagglutinin) sind als Hüllbestandteile 
in die Membran eingelagert. 
Das Nukleokapsidprotein-N wurde in verschiedenen Studien als Modellantigen ver-
wendet (BANKAMP et al. 1991; SPRENG et al. 2000; GUNDEL et al. 2003), und eignet 
sich für einen Vergleich der unterschiedlichen Immunisierungsstrategien. 
2.3.3.2 Shigatoxin 
Nach einem schweren epidemischen Ausbruch letaler Dysenterie in Japan im Jahre 
1878 gelang es dem Mikrobiologen Kiyoshi Shiga, das für die Epidemie verantwort-
liche Bakterium, Shiga´s bacillus, heute bekannt als Shigella dysenteriae, zu identifi-
zieren (ACHESON). Fünf Jahre später machte Conradi die Entdeckung, daß die zell-
toxischen Eigenschaften des Stammes auf die Produktion eines Moleküls, des Shiga-
toxins, zurückzuführen sind. Aber erst etwa 70 Jahre später wurden die durch entero-
hämorrhagische E. coli-Stämme hervorgerufenen Krankheitsbilder, darunter auch das 
hämolytisch-urämische Syndrom (HUS), mit der Produktion von Shigatoxinen durch 
diese Stämme in Verbindung gebracht (KONOWALCHUK et al. 1977). 
Mittlerweile wurde die Struktur und Funktionsweise des Toxins aufgeklärt. Es handelt 
sich dabei wie beim Cholera-Toxin um ein AB5-Toxin, wobei A für die enzymatisch 
aktive Untereinheit steht, die über eine C-terminale Helix mit einem Homopentamer 
aus fünf B-Untereinheiten verbunden ist. Die Aktivierung der A-Untereinheit erfolgt 
erst durch Hydrolyse des Proteins, wobei das C-terminale Peptid (4 kDa) mit der B-
Untereinheit verbunden bleibt, und die enzymatisch wirksame N-terminale Domäne 
A1 (28 kDa) abgespalten wird. A1 entpuppte sich als eine mit dem pflanzlichen Toxin 
Ricin identische N-Glykosidase, die Adenin 4324 der 28S ribosomalen RNA aus der 
60S ribosomalen Untereinheit hydrolysiert. Hierdurch wird die zelluläre Proteinbio-
synthese gehemmt, woraus sich die zytotoxischen Eigenschaften herleiten lassen 
(OGASAWARA et al. 1988). 
Die Aufnahme des Toxins durch die Wirtszelle ist abhängig von der B-Untereinheit, 
die an Wirtszellrezeptoren bindet und so erst die Endozytose des Toxins ermöglicht. 
Es konnte gezeigt werden, daß das Homopentamer aus Stx1B, Stx1cB, Stx2B bzw. 
Stx2cB spezifisch an Globotriasylceramid (Gb3), bzw. im Fall von Shigatoxin 2eB an 
Globotetrasylceramid (Gb4), bindet (JACEWICZ et al. 1986; LING et al. 1998; BAST et 
al. 1999). Da nicht alle Zellen diese Glykolipide an ihrer Oberfläche präsentieren, 
resultiert wahrscheinlich hieraus die unterschiedliche Suszeptibilität verschiedener 
Zellinien und Organismen. 
So stellen zahlreiche Nutztiere, wie z. B. Kühe, Schafe und Kaninchen, ein natürliches 
Reservoir für STEC (Shigatoxin produzierende E. coli) dar, ohne daß es bei ihnen zum 
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Ausbruch einer Krankheit kommt. Lediglich bei Schweinen, im besonderen bei 
Absatzferkeln, lösen Shigatoxin 2e produzierende STEC die tödlich verlaufende 
Ödemkrankheit aus (BOSWORTH et al. 1996). 
Bei der Typisierung Shigatoxin produzierender E. coli Isolate (STEC) in 
Deutschland wurden sowohl O157:H-/H7-Stämme als auch nicht-O157-Serotypen 
(O26:H11/H-, O103:H2, O111:H-, O145:H-) identifiziert (FRIEDRICH 2002; ROBERT-
KOCH-INSTITUT 2002). Das Auftreten vom HUS war allerdings in mehr als 50 % der 
untersuchten Fälle mit EHEC-Stämmen des Serotyps O157:H7/H- assoziiert 
(FRIEDRICH et al. 2002). 
Die von STEC produzierten Shigatoxine sind zwar hochkonserviert, treten 
allerdings in mehreren serologisch unterschiedlichen Varianten auf: Shigatoxin wird 
ausschließlich von Shigella dysenteriae produziert, die von E. coli produzierten 
Shigatoxine 1 und 1c sind nahezu identisch mit diesem. Shigatoxin 2 weist nur eine 
etwa 60 % ige Homologie zu Shigatoxin 1 auf und kann durch Antikörper gegen 
Shigatoxin 1 nicht neutralisiert werden. Weitere Varianten des Shigatoxins 2, namen-
tlich Shigatoxin 2 c, d, e und f, weisen untereinander wiederum eine höhere 
Homologie (90 % - 100 %) auf (NAKAO und TAKEDA 2000). 
Alle bisher untersuchten stx-Gene sind phagenkodiert, die Synthese der 
Shigatoxine tritt bei Induktion des lytischen Phagenzyklus auf (ACHESON et al. 1996; 
GAMAGE et al. 2003). Da dieser Prozeß durch unterschiedliche Faktoren, beispiels-
weise durch Antibiotika-Streß, induziert werden kann, gibt es keine Therapie-
möglichkeiten bei einer STEC-Infektion (WONG et al. 2000). Die Behandlung mit 
Antibiotika könnte zur Toxin-Synthese und -Freisetzung führen, wodurch die durch 
die Infektion hervorgerufene Diarrhoe in HUS oder haemorrhagische Kolitis 
übergehen könnte (WONG et al. 2000; PROULX et al. 2001). 
 
Bisher ist eine die Produktion von Toxin-neutralisierenden Antikörpern hervorrufende 
mukosale Vakzine die einzig mögliche Therapieform für die Komplikationen, die sich 
aus einer STEC-Infektion ergeben können. Da die A-Untereinheit zur Entfaltung ihrer 
toxischen Eigenschaften auf die Rezeptorbindung der B-Untereinheit angewiesen ist, 
wäre es ausreichend, eine humorale Immunantwort hervorzurufen, die die Rezeptor-
bindungsstellen der B-Untereinheit blockieren würde. LING et al. (Abb. 2.4) konnten 
in Röntgenstrukturanalysen von mit einem Gb3-Analog komplexierten Stx2eB-Penta-
meren zeigen, daß jedes der Monomere drei Rezeptorbindungsstellen ausprägt (LING 
et al. 2000). 
Für die Induktion einer humoralen Immunantwort, die zur Toxin-Neutralisation führt, 






Abb. 2.4: Dreidimensionales Strukturmodell einer mutanten Form der B-Untereinheit von 
Shigatoxin 2e: Aufgrund der Mutationen konnte die B-Untereinheit an Gb3-analoge Liganden binden 
(LING et al. 2000). Die B-Untereinheit ist als ribbon-Modell dargestellt, die Liganden als ball and 




2.4 Zielsetzung der Arbeit 
Ein Immunschutz der Mukosa wird nur durch die Induktion des mukosalen 
Immunssystems erreicht. Zur Induktion mukosaler Immunreaktionen ist es notwendig, 
daß die Antigene über die Schleimhäute aufgenommen werden. Eine systemische 
Immunisierung bietet keinen mukosalen Schutz. 
Eine oral verabreichte Vakzine, die eine Induktion des GALT zum Ziel hat, muß in 
partikulärer Form verabreicht werden, so daß die Aufnahme und Transzytose der 
Antigene durch M-Zellen erfolgen kann. Neben synthetisch erzeugten Partikeln 
können auch Mikroorganismen als Vakzineträger eingesetzt werden. Die Verwendung 
attenuierter pathogener Keime führt oftmals zu einem guten Immunschutz, bringt aber 
auch Nachteile wie z. B. das Risiko der Wildtypkomplementation mit sich. Daher 
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werden neben attenuierten Pathogenen in den letzten Jahren auch apathogene 
Mikroorganismen, wie beispielsweise Kommensale oder Probiotika, auf ihre 
Nutzbarkeit als Vakzineträger untersucht. 
In dieser Arbeit sollte der kommensale E. coli-Stamm Nissle 1917 auf seine Eignung 
als Lebendvakzineträger hin überprüft werden. Darüber hinaus sollte untersucht 
werden, ob sich der AIDA-Autotransporter, AIDAC, als Modul für die Präsentation 
heterologer Antigene auf der Oberfläche des Vektorstamms E. coli Nissle 1917 eignet. 
Als heterologe Antigene sollten das Masern Protein-N und Monomere immunologisch 




Für alle Arbeitsschritte wurde die für mikrobiologische Labore übliche Geräteaus-
stattung genutzt. Im Folgenden werden nur die Geräte aufgeführt, bei denen der Her-
stellernachweis wichtig erscheint. 
Elektroporator EasyjecT Plus, Equi Bio Ltd. (Kent, UK), bezogen über PeqLab 
Biotechnologie GmbH, Erlangen 
ELISA-Lesegerät Emax™ precision microplate reader, Molecular Devices, bezogen über 
MWG Biotech, Ebersberg  
ELISA-Plattenwaschgerät Columbus Washer, Tecan, Crailsheim 
 
3.2 Verbrauchsmaterialien 
Detergenz Adsorber-Gel zur Entfernung lipophiler Substanzen, Boehringer Mannheim GmbH, 
Mannheim, Bestellnr. 1500 678 
ELISA-Platten EIA/RIA 96-Loch-Flachbodenplatten aus Polystyrol mit hoher 
Bindekapazität, Costar®, Corning Inc., bezogen über Omnilab-
Laborzentrum GmbH und Co. KG, Bremen, Bestellnr. 9018 
ELISA-Plattendeckel ELISA-Plattendeckel mit abgeflachter Ecke für 96-Loch-Platten aus 
Polystyrol, Costar®, Corning Inc., bezogen über Omnilab-Laborzentrum 
GmbH und Co. KG, Bremen, Bestellnr. 3930 
Einmalspritzen Sterile Polypropylenspritzen, 26G1/2, Plastipak 1mL SubQ, Becton 
Dickinson GmbH, Heidelberg, Bestellnr. 305 501 
Filterpapier für den Transfer von Proteinen auf Membranen, Schleicher und Schuell, 
Dassel, Bestellnr. 426693 
Nitrozellulosemembran Protran® Nitrocellulose Transfer Membrane mit einer Porengröße von 
0,2 µm, für den Transfer von Proteinen auf Membranen, Schleicher und 
Schuell, Dassel, Bestellnr. 10401396 
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3.2.1 Chemikalien und weiteres Material 
3.2.1.1 Chemikalien 
Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von Sigma-Aldrich GmbH 
(Taufkirchen), Merck (Darmstadt) oder Roth (Karlsruhe) in p.a. oder ACS-Qualität 
bezogen 
AEBSF 4-(2-Aminoethyl)benzolsulfonylfluorid-Hydrochlorid, Pefabloc SC, Merck, 
Darmstadt, Bestellnr. 124839 
BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat als p-Toluidinsalz, Diagnostic Chemicals 
Ltd., bezogen über BioTech Trade & Service GmbH, St. Leon-Rot, Bestellnr. 1176 
BES Bestatin-Hydrochlorid, Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Bestellnr. B-8385 
Dialyse-Kassette Slide-A-Lyzer® Dialysis Cassette, mit einer Ausschlußgröße von 10 kDa und einer 
Kapazität von 0,5 - 3ml, Pierce, Perbio Science, Bonn, Bestellnr. 66425 
Dialyse-Schlauch VISKIN® dialysis tubing 8/32, mit einer Ausschlußgröße von 12 - 15 kDa, Serva, 
Heidelberg, Bestellnr. 44104 
DMA Dimethylacetamid, Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Bestellnr. 38839 
dNTP Gemisch äquimolares Gemisch aus dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 40µM, Roche Diagnostics 
Mannheim, Bestellnr. 1581295 
Leupeptin Leupeptin-Hemi- bzw. Hydrogensulfat, Merck Biosiences GmbH, Schwalbach, 
Bestellnr. 108975 
Metofane Metoxyfluoran, bezogen von Janssen GmbH, Neuss,  
NBT Nitroblautetrazoliumchlorid, Diagnostic Chemicals Ltd. bezogen über BioTech 
Trade & Service GmbH, St. Leon-Rot, Bestellnr. 2344 
Pilocarpin Pilocarpin-Hydrochlorid, Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Bestellnr. P6503 
Schwefelsäure 95 - 98%, Merck, Darmstadt, Bestellnr. 1.00 731 
TBABH Tetrabutylammoniumborhydrid, Fluka, Taufkirchen, Bestellnr. 86855 




3.2.1.2 Reagentiensysteme und Sonstiges 
Amylose-Matrix Amylose-Matrix zur Affinitätschromatographie, New England BioLabs 
Inc., Frankfurt, Bestellnr. E8021L 
DNA-Gelextraktion E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit, Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, 
Bestellnr. 12-2501-01 
DNA-Standards GeneRuler™ 1kb Ladder (Bestellnr. SM0311), Lambda-DNA/Eco130I 
(Bestellnr. SM0161), MassRuler™ High Range (Bestellnr. SM0393) 
und pUC Mix Marker 8 (Bestellnr. SM0301), MBI Fermentas, St. Leon-
Rot 
Electro-Blue Electro Blue™ Staining Solution für die Färbung von 
Polyacrylamidgelen vor der Elektroelution von Proteinen, Qbiogene, 
Heidelberg, Bestellnr. PROBS500 
Glutathion-Sepharose 4B Glutathion-Sepharose 4B, Säulenmaterial für die Chromatographie, 
Amersham Biosciences, Freiburg, Bestellnr. 17-0756-01 
Magermilchpulver Aus Beständen der Europäischen Union, 1986 
Montage Antibody Purification Montage® Antibody PurificationPROSEP®G Kit, Millipore, Eschborn, 
bezogen von KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar, Bestellnr. 
P36491 
MPL+TDM MPL® + TDM Adjuvans System ist eine Wasser-in-Öl Emulsion aus 
Squalen und Tween 80, die Monophosporyl Lipid A aus mutanten 
Salmonella minnesota und synthetisches Trehalosedicorynomycolat 
(Analogon zu Mycobacterium tuberculosum Substanzen) enthält, Sigma-
Aldrich GmbH, Taufkirchen, Bestellnr. M6536 
PCR Product Purification Bei besonders kleinen Fragmenten: High Pure PCR Product Purification 
Kit, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Bestellnr. 1 732 668, 
bzw. für alle anderen Reinigungen: E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit, Peqlab 
Biotechnologie GmbH, Erlangen, Bestellnr. 12-6492-01  
Plasmid Isolation QIAGEN Plasmid Midi Kit (Bestellnr. 12143) und QIAprep Spin 
Miniprep Kit (Bestellnr. 27106) bezogen von QIAGEN, Hilden  
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Protein-Standards MBP2*, New England BioLabs Inc., Frankfurt, Bestellnr. E8044S; 
SDS-PAGE Molecular Weight Standards Low Range (Bestellnr. 161-
0304) und Prestained SDS-PAGE Standards Low Range (Bestellnr. 161-
0305), Biorad, München; SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard, 





SuperSignal® West-Pico Chemiluminescent Substrate, Luminol- und 
stabilisierte Wasserstoffperoxidaselösung als Substratreagenzien für 
Meerrettichperoxidase, Perbio Science, Bonn, Bestellnr. 34080 
Hyperfilm™ ECL™ Amersham Biosciences, Freiburg, Bestellnr. RPN 
2103K  
3.2.1.3 Antikörper und Konjugate 
Antikörper 
α C-term polyklonales Kaninchenserum gegen ein denaturiertes Fusionsprotein, welches 
Aminosäuren 1017-1286 von AIDA enthält. Das Serum wurde in einer Verdünnung 
von 1:2.500 für Western blots eingesetzt (SUHR et al. 1996). 
αfp12 polyklonales Kaninchenserum gegen das gereinigte Fusionsprotein His6-AIDAC. Das 
Serum wurde in einer Verdünnung von 1:20.000 für Western blots eingesetzt (SUHR 
1998). 
αGST gereinigte polyklonale Antikörper aus der Ziege, die spezifisch sind für die 
Glutathion-S-transferase aus Schistosoma spec.. Die Antikörper wurden in einer 
Verdünnung von 1:1.000 für Western blots eingesetzt (Amersham Pharmacia 
Biotech Inc., Freiburg, Bestellnr. 27-4577). 
αHis5 monoklonale Antikörper der Klasse IgG1 aus der Maus spezifisch gegen das His5-
Epitop. Der Antikörper wurde in einer Verdünnung von 1:2.000 für Western blots 
eingesetzt, Qiagen, Hilden, Bestellnr. 34660. 
αMBP polyklonales Kaninchenserum spezifisch gegen das maltose binding protein aus E. 
coli. Das Serum wurde in einer Verdünnung von 1:10.000 für Western blots bzw. 




αRGS-His4 monoklonale Antikörper der Klasse IgG1 aus der Maus spezifisch gegen das RGS-
His4-Epitop. Der Antikörper wurde in einer Verdünnung von 1:2.000 für Western 
blots eingesetzt, Qiagen, Hilden, Bestellnr. 34650. 
αVT1 Zellkulturüberstand des Klons SIFIN VT 109/4-E9B aus der Maus- 
Hybridomazellinie, die spezifisches IgG1 gegen das Monomer der B-Untereinheit 
von Stx1 produziert. Der Antikörper wurde in einer Verdünnung von 1:100 für 
Western blots bzw. 1:1.000 für ELISA eingesetzt, mit Dank erhalten von Sifin, 
Berlin. 
αVT2 Zellkulturüberstand von der Hybridomazelllinie Klon SIFIN VT 136/8-H4 aus der 
Maus, die IgG1 spezifisch gegen das Monomer der B-Untereinheit von Stx2 
produziert. Der Antikörper wurde in einer Verdünnung von 1:1.000 für Western 
blots bzw. 1:300.000 für ELISA eingesetzt, mit Dank erhalten von Sifin, Berlin. 
F227 monoklonale Antikörper aus der Maus gegen das Masernvirus Protein-N. Der 
Antikörper wurde in einer Verdünnung von 1:500 für Western blots eingesetzt, 
freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. Dr. S. Schneider-Schaulies, 
Würzburg. 
Maus IgA gereinigtes IgA aus der Maus, als Standard für Maus IgA eingesetzt, Southern 
Biotechnology Associates Inc., Bestellnr. 0106-01, bezogen über Biozol, Eching. 
Maus IgG IgG aus der Maus, als Standard für Maus IgG eingesetzt, Jackson ImmunoResearch, 
Bestellnr. 015-000-002, bezogen über Dianova, Hamburg. 
 
Konjugate 
GAM-AP Durch Affinitätschromatographie gereinigtes Ziegenserum spezifisch gegen Maus IgG, 
welches an Alkalische Phosphatase gekoppelt ist. Das Antikörperkonjugat wurde in 
einer Verdünnung von 1:7.500 in Western blots eingesetzt, Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, Inc., bezogen über Dianova, Hamburg, Bestellnr. 115-055-003. 
GAM-Au Durch Affinitätschromatographie gereinigtes Ziegenserum spezifisch gegen Maus IgG, 
welches an Goldpartikel mit einem Durchmesser von 12 nm gekoppelt ist. Das Antikör-
perkonjugat wurde in einer Verdünnung von 1:20 für Immunogoldmarkierungen mit 
ganzen Bakterienzellen eingesetzt, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., 
bezogen über Dianova, Hamburg, Bestellnr. 115-205-146). 
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GAM-CY2 Durch Affinitätschromatographie gereinigtes Ziegenserum spezifisch gegen Maus 
IgG, welches an den Fluoreszenzfarbstoff Cy™2 gekoppelt ist. Das Antikörperkonjugat 
wurde in einer Verdünnung von 1:200 in Immunfluoreszenzexperimenten mit ganzen 
Bakterienzellen eingesetzt, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., bezogen über 
Dianova, Hamburg, Bestellnr. 115-225-062. 
GAM-IgA-PO Durch Affinitätschromatographie gereinigtes Ziegenserum spezifisch gegen die 
α schwere Kette von Maus IgA. Die mit Meerrettichperoxidase konjugierten Antikörper 
wurden in einer Verdünnung von 1:2.000 in ELISA eingesetzt, Southern Biotechnology 
Associates, Inc., bezogen über Biozol, Eching, Bestellnr. 1040-05. 
GAM-IgG-PO Durch Affinitätschromatographie gereinigtes Ziegenserum spezifisch gegen die 
γ schwere Kette von Maus IgG, welches an Meerrettichperoxidase gekoppelt ist. Das 
Antikörperkonjugat wurde in einer Verdünnung von 1:2.000 in ELISA eingesetzt, 
Southern Biotechnology Associates, Inc., bezogen über Biozol, Eching, Bestellnr. 
1030-05. 
GAM-PO Durch Affinitätschromatographie gereinigtes Ziegenserum spezifisch gegen Maus IgG 
und IgM, welches an Meerrettichperoxidase gekoppelt ist. Das Antikörperkonjugat 
wurde in einer Verdünnung von 1:7.500 in Western blots eingesetzt, Jackson 
ImmunoResearch Laboratories, Inc., bezogen über Dianova, Hamburg, Bestellnr. 115-
035-044. 
GAR-AP Durch Affinitätschromatographie gereinigtes Ziegenserum spezifisch gegen Kaninchen 
IgG, welches an Alkalische Phospatase gekoppelt ist. Das Antikörperkonjugat wurde in 
einer Verdünnung von 1:7.500 in Western blots eingesetzt, Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, Inc., bezogen über Dianova, Hamburg, Bestellnr. 111-055-045. 
GAR-CY2 Durch Affinitätschromatographie gereinigtes Ziegenserum spezifisch gegen Kaninchen 
IgG, welches an den Fluoreszenzfarbstoff Cy™2 gekoppelt ist. Das Antikörperkonjugat 
wurde in einer Verdünnung von 1:200 in Immunfluoreszenzexperimenten mit ganzen 
Bakterienzellen eingesetzt, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., bezogen über 
Dianova, Hamburg, Bestellnr. 111-225-003. 
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GAR-PO Durch Affinitätschromatographie gereinigtes F(ab´)2 Fragment aus Ziegenserum 
spezifisch gegen Kaninchen IgG, welches an Meerrettichperoxidase gekoppelt ist. Das 
Antikörperkonjugat wurde in einer Verdünnung von 1:7.500 in Western blots bzw. von 
1:2.000 in ELISA eingesetzt, Immunotech, Marseille, Frankreich, Bestelnr. 111-036-
045;  
bzw. durch Affinitätschromatographie gereinigtes Ziegenserum spezifisch gegen 
Kaninchen IgG, welches an Meerrettichperoxidase gekoppelt ist. Das 
Antikörperkonjugat wurde in einer Verdünnung von 1:7.500 in Western blots bzw. von 
1:2.000 in ELISA eingesetzt, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., bezogen 
über Dianova, Hamburg, Bestellnr. 111-035-003. 
RAG-AP Durch Affinitätschromatographie gereinigtes Kaninchenserum spezifisch gegen Ziegen 
IgG, welches an Alkalische Phospatase gekoppelt ist. Das Antikörperkonjugat wurde in 
einer Verdünnung von 1:7.500 in Western blots eingesetzt, Sigma-Aldrich GmbH, 
Taufkirchen, Bestellnr. A7650. 
RAG-PO Durch Affinitätschromatographie gereinigtes F(ab´)2-Fragment aus Kaninchenserum 
spezifisch gegen Ziegen IgG, welches an Meerrettichperoxidase  gekoppelt ist. Das 
Antikörperkonjugat wurde in einer Verdünnung von 1:2.000 in ELISA eingesetzt, 




DNA-modifizierende Enzyme wie Ligase, Phosphatasen, Polymerasen und Restrik-
tionsenzyme wurden, wenn nicht anders aufgeführt, bei MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
und New England BioLabs Inc. (Frankfurt a.M.) zusammen mit den empfohlenen 
Reaktionspuffern erworben. 
Phosphatase Alkalische Phospatase aus dem Kälberdarm (CIP), New England BioLabs Inc. 
(Frankfurt a.M.), Bestellnr. M0290L; oder  
Alkalische Phosphatase aus Garnelen (SAP), USB, Amersham Life Sciences, 
Freiburg, Bestellnr. E70092X/Y/Z 
Polymerasen  Rekombinante pfu DNA-Polymerase wurde von MBI Fermentas (St. Leon-Rot), 
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim), Bestellnr. EP 0502 oder Stratagene 
(Amsterdam-Zuidoost, Niederlande), Bestellnr. 600159 bezogen; Rekombinante taq 
DNA-Polymerase von Roche Diagnostics GmbH (Mannheim), Bestellnr. 1647687. 
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Herculase™ Enhanced DNA Polymerase, eine Mischung aus pfu, taq2000™ in einer 
enhancer-Umgebung, wurde von Stratagene (Amsterdam-Zuidoost, Niederlande) 
erworben, Bestellnr. 600 260. 
Proteasen und Protease-Inhibitoren 
Aprotinin aus Rinderlunge, Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Bestellnr. A-1153 
Lysozym bezogen von OMNILAB Laborzentrum GmbH & Co. KG, Bremen, 
Bestellnr. 2.700.095 
Trypsin aus Rinderpankreas,TPCK behandelt, Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, 
Bestellnr. T1426  
Trypsin-Inhibitor aus Sojabohnen, Roth, Karlsruhe, Bestellnr. 5279.1, bzw. Typ III-O aus 
Hühnereiweiß, Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Bestellnr. T2011 
3.2.1.5 Plasmide und Oligonukleotide 
Plasmide 
pAM2 pGEX2T Derivat (Novagen, Merck Biosciences GmbH, Schwalbach), das für das 
Fusionsprotein GST-Stx1B kodiert (MEIER 1992), freundlicherweise zur Verfügung 
gestellt von Prof. Dr. H. Karch, Münster. 
pFG4 pGEX2T Derivat (Novagen, Merck Biosciences GmbH, Schwalbach), das für das 
Fusionsprotein GST-Stx2B kodiert (GUNZER und KARCH 1993), freundlicherweise 
zur Verfügung gestellt von Prof. Dr. H. Karch, Münster. 
pIB9 pIB264 Derivat, das sowohl Promotor als auch das aidA-Gen enthält (BENZ und 
SCHMIDT 2001). 
pIB264 pBR322 Vektor, in den ein Fragment von E. coli DAEC 2787, das sowohl das aah-
Gen als auch das aidA-Gen umfasst, inseriert ist (BENZ und SCHMIDT 1989). 
pMal-c2 Vektor für die Konstruktion von Fusionen mit dem E. coli malE-Gen, bezogen von 
New England BioLabs Inc. (Frankfurt a.M.). 
pMK90 pIB9 Derivat, bei dem die kodierende Region für AIDA-I gegen einen linker  mit 
einer multiple cloning site ausgetauscht wurde (CASALI et al. 2002). 
pSC-N Plasmid kodiert für das Masern Protein N (HUBER et al. 1991), freundlicherweise zur 
Verfügung gestellt von S. S. Schneider-Schaulies, Würzburg. 
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pSF2 pGEX2T Derivat (Novagen, Merck Biosciences GmbH, Schwalbach), das für das 
Fusionsprotein GST-Stx2eB kodiert (FRANKE et al. 1995), freundlicherweise zur 
Verfügung gestellt von Prof. Dr. H. Karch, Münster. 
Oligonukleotide 
Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG-Biotech, (Ebersberg) und Eurogentec, 
(Ivoz-Ramet, Belgien), synthetisiert. Die Sequenzen wurden anhand bekannter Basen-
folgen bestimmt. Die annealing-Temperaturen Ta wurden nach folgender Formel 
berechnet: 
Ta = 72,3 + (0,41 · GC-Gehalt (%)) – (650 / Anzahl der Nukleotide) 
Im Folgenden werden die in polymerase chain reactions (PCR) als Primer einge-
setzten Oligonukleotide aufgeführt; dabei ist der zur DNA-Matrize homologe Bereich 
der Oligonukleotide fett gekennzeichnet. Basenabfolgen, die Erkennungssequenzen für 
Restriktionsendonukleasen darstellen, sind kursiv wiedergegeben; die korrespon-
dierenden Restriktionsendonukleasen sind in hochgestellter Schrift angegeben.  
DTP4 
Reverse 
5´ CG TCT AGAXbaI TGC AAA TGC ATT TCC GAT TG 3´ 
DTP5 
Forward 
5´ CC GGT ACCKpnI CCC GGGSmaI ATA GGT AAT ACT CTT ACC GTG TC 3´ 
DTP6  
Forward 
5´ CG TCT AGAXbaI ACG CCT GAT TGT GTA ACT GG 3´ 
DTP7  
Reverse 
5´ CC GGT ACCKpnI ACG AAA AAT AAC TTC GCT G 3´ 
DTP8 
Forward 




5´ CG TCT AGAXbaI GCG GAT TGT GCT AAA GG 3´ 
DTP10 
Reverse 
5´ CC GGT ACCKpnI GTT AAA CTT CAC CTG G 3´ 
DTP11 
Reverse 
5´ CC GGT ACCKpnI GTC ATT ATT AAA CTG CAC TTC AGC 3´ 
DTP12 
Forward 
5´ TCC CCC GGGSmaI GCC ACA CTT TTA AGG AGC 3´ 
DTP13 
Reverse 
5´ TCC CCC GGGSmaI GTC TAG AAG ATT TCT GTC ATT G 3´ 
DTP14 
Reverse 
5´ TCC CCC GGGSmaI TGC AAA TGC ATT TCC GAT TG 3´ 
DTP15 
Forward 
5´ TCC CCC GGGSmaI ATA GGT AAT ACT CTT ACC GTG TC 3´ 
DTP16 
Forward 




5´ GC TCT AGAXbaI TCA ACG AAA AAT AAC TTC GCT G 3´ 
DTP18 
Forward 
5´ CG GGA TCCBamHI GCG GAT TGT GCT AAA GG 3´ 
DTP21 
Forward 
5´ G GAA TTCEcoRI GCG GAT TGT GCT AAA GG 3´ 
DTP22 
Reverse 
5´ CG GGA TCCBamHI TCA GTT AAA CTT CAC CTG G 3´ 
DTP25 
Reverse 
5´ GC TCT AGAXbaI TCA GTC ATT ATT AAA CTG CAC TTC AGC 3´ 
DTP34 
Forward 
5´ ATG AAT AAG GCC TAC AGT ATC ATA TGG 3´ 
DTP35 
Reverse 
5´ ACG AAA AAT AAC TTC GCT GAA TCC CCC 3´ 
DTP36 
Reverse 
5´ GTC ATT ATT AAA CTG CAC TTC AGC AAA TCC 3´ 
DTP37 
Reverse 
5´ GTT AAA CTT CAC CTG GGC AAA GCC TG 3´ 
DTP38 
Reverse 
5´ CCA TTC ACT GTA GCA GAG AGC AG 3´ 
M10 
Reverse 
5´ GC GTA ATC GATClaI TCG CTG ATA AGT TGT CCT AAG TC 3´ 
Muta1 
 
5´ ATA CTA CGA CGG TAA ATG GT 3´ 
Muta2 
 
5´ TAC ATC AGT ATC GGT AGC AT 3´ 
Muta3 
 
5´ CCA CGG TTA GGT GTG GTA CA 3´ 
Muta4 
 
5´ CGT CGG CGT TGG CAA TAC CA 3´ 
Muta5 
 
5´ AAC TGT GAA GCG ATG AAC CC 3´ 
Muta6 
 
5´ GGA CTG TTC AGA GAG CTA TC 3´ 
Muta7 
 
5´ GAC CAA GCG ATA ACC GGA TG 3´ 
Muta8 
 
5´ GTG AGA TGA TGG CCA CGA TT 3´ 
Muta9 
 
5´ GCG AGG TAA CCT CGA ACA TG 3´ 
Muta10 
 
5´ CGG CGT ATC GAT AAT TCA CG 3´ 
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Die oben aufgeführten Oligonukleotide wurden für die Amplifikation folgender DNA-
Fragmente eingesetzt: 
DTP4 – DTP5, 
DTP14 – DTP15 
Amplifikation von pMK90 ohne Linker und AIDA-I-Anteil 
DTP6 – DTP8, 
DTP16 – DTP17 
Amplifikation von stx1b aus pAM2 ohne Signalpeptid 
DTP9, DTP18 
 




Reverse Primer für die Amplifikation von stx2eb aus pSF2 ohne Stopkodon 
DT11 
 
Reverse Primer für die Amplifikation von stx2b aus pFG4 ohne Stopkodon 
DTP12 – DTP13 Amplifikation des kodierenden Bereichs für das Masernvirus Protein N aus pSC-N 
ohne Start- und Stopkodon 
DTP21 
 
Forward Primer für die Amplifikation von stx2eb aus pSF2 ohne Signalpeptid 
DTP22 
 
Reverse Primer für die Amplifikation von stx2eb aus pSF2 mit Stopcodon 
DTP25 
 
Reverse Primer für die Amplifikation von stx2b aus pFG4 mit Stopcodon 
DTP34 Standard Forward Primer für die PCR-Diagnostik der Immunisierungsplasmide, 
bindet an die Signalsequenz von AIDA (ab bp 46 der unter X65022 hinterlegten 
Sequenz) 
DTP35 Reverse Primer für die PCR-Diagnostik der Immunisierungsplasmde, bindet an stx1b 
aus pAM2 
DTP36 Reverse Primer für die PCR-Diagnostik der Immunisierungsplasmde, bindet an stx2b 
aus pFG4 
DTP37 Reverse Primer für die PCR-Diagnostik der Immunisierungsplasmde, bindet an stx2eb 
aus pSF2 
DTP38 Reverse Primer für die PCR-Diagnostik der Immunisierungsplasmde, bindet in der 
Linkerregion von pMK90 
 
M10 Standard Reverse Primer für alle aidaC Amplifikationen 
Muta1 – Muta2 Amplifikation eines Fragments des chromosalen fimA-Gens zum Nachweis des E. coli 
Stammes Nissle 1917 
Muta3 – Muta4 Amplifikation eines Fragments des chromosalen focA-Gens zum Nachweis des E. coli 
Stammes Nissle 1917 
Muta5 – Muta6 Amplifikation eines Fragments des kryptischen Plasmids pMUT1 zum Nachweis des 
E. coli Stammes Nissle 1917 
Muta7 – Muta8, 
Muta9 – Muta10 
Amplifikation je eines Fragments des kryptischen Plasmids pMUT2 zum Nachweis 
des E. coli Stammes Nissle 1917 
Material 32
3.3 Häufig verwendete Puffer und Lösungen 
Die Herstellung der Puffer und Lösungen erfolgte, wenn nicht anders vermerkt, nach 
SAMBROOK et al. (1989) bzw. AUSUBEL et al. (1994) oder entsprechend den Angaben 
des Herstellers. Puffer und Lösungen wurden, sofern sie nicht hitzelabil waren, zur 
Sterilisation bei 121°C 20 min autoklaviert. Lösungen hitzeempfindlicher Substanzen 
wurden durch Filter mit einer Porengröße von 0,2 µm sterilfiltiert. Nachfolgend sind 
Puffer und Lösungen mit breitem Anwendungsspektrum aufgeführt. Puffer und 
Lösungen, die nur in einer Methode Anwendung fanden, sind der Beschreibung der 
jeweiligen Methode in Kapitel 4 angehängt. 
10 x DPBS 


















NaOH-Plätzchen und -lösung zum 
Einstellen 
aqua bid. 






10 x TBS 




Tris/HCl pH 7,4 
NaCl 
3.4 Medien und Kulturbedingungen 
Die E. coli-Stämme wurden in Flüssigmedium oder durch Verfestigung des Mediums 
mit 1,5 % Agar auf Platten kultiviert. Bei Bedarf wurde das Kulturmedium mit 
Antibiotika supplementiert. Alle Medien wurden zur Sterilisation 20 min bei 121 °C 
vor Zugabe der steril filtrierten Antibiotikastammlösungen autoklaviert. Die Dauer der 
Anzucht lag je nach Verwendungszweck zwischen 1 h und 18 h, dabei wurden 
Kulturen bei 37 °C inkubiert. Flüssigkulturen wurden in einem Haubeninkubator 
geschüttelt. In der Regel wurden die Bakterien in Vollmedium kultiviert, nur bei der 
Anzucht von Bakterien aus Mäusekot wurde ein Selektionsmedium für Gram-negative 
Bakterien eingesetzt: 
Vollmedium Standard I  Merck, Darmstadt, Bestellnr. 1.07882.0500 
Selektionsmedium Mac Conkey Merck, Darmstadt, Bestellnr. 1.05396.0500 
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3.5 Bakterienstämme und Versuchstiere 
3.5.1 Escherichia coli-Stämme 
BL21 E. coli B; F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm 
BL21(DE3)/pLysS  E. coli B; F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm, (DE3), pLysS (Cmr) 
C 600 E. coli K12; F- (e14-) hsdR (rK- mK+) supE44 thr-1 leuB6 thi-1 lacY1 tonA21 
DH5α F- ara-14 leuB6 azi6 lacY1 proC14 tsx-67 entA403 trpE38 rfbD1 rpsL109 xyl-5 mtl-1 
thi1 
Nissle 1917 O6:K5:H1 
TOP 10 F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 deoR araD139 
∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 
XL1-Blue MRF ∆(mcrA)183, ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endA1, supE44, thi-1, recA, gyrA96, relA1, 
lac[F´ proAB lacIq Z∆M15 Tn10 (tetr)] (Invitrogen, Groningen, Niederlande) 
3.5.2 Versuchstiere 
Für die Immunisierungsstudie wurden 32 weibliche BALB/c-Mäuse (Harlan 
Winkelmann, Borchen) eingesetzt. Die Tiere wurden in einem Alter von 8 - 11 
Wochen geliefert und waren bei Versuchsbeginn 9 - 12 Wochen alt. Die Genehmi-
gungsnummer des Tierschutzantrags lautet G47/2002. 
3.6 Computersoftware 
Neben den für die Text- und Bildverarbeitung üblicherweise genutzten Programmen 
wurden noch folgende für speziellere Anwendungen genutzt: 
 
EditView 1.0.1 Perkin Elmer Corp. 
Endnote 4.0 ISI Research Soft (Berkeley, CA, USA) 
HUSAR 5.0 Heidelberg Unix Sequence Analysis Resources (Deutsches Krebsforschungszentrum, 
Heidelberg) 
SOFTmax 2.32 Molecular Devices Corp. (Sunnyvale, CA, USA) 
SOFTmax®Pro 1.0 Molecular Devices Corp. (Sunnyvale, CA, USA) 
StatView 4.51 Abacus Concepts Inc. (Berkeley, CA, USA) 
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4. Methoden 
4.1 Präparation und Analyse von Nukleinsäuren 
Die Arbeiten mit Nukleinsäuren wurden in der Regel auf Eis durchgeführt, so daß sie 
nicht länger als unbedingt erforderlich bei einer Raumtemperatur von ca. 21 °C 
standen. In der Regel wurden die Nukleinsäuren im Anschluß an die jeweiligen 
Arbeitsschritte bei -20 °C gelagert. 
4.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA 
Zur schnellen Präparation geringer DNA-Mengen wurde die Alkalische-Lyse-Methode 
nach AUSUBEL et al. (1994) angewandt. Um größere Mengen reinerer Plasmid-DNA 
zu isolieren, erfolgte die Präparation mit von Qiagen vertriebenen kits nach Angaben 
des Herstellers. Die DNA wurde nach der Präparation in wässriger Lösung gelagert 
und zumeist mit 10 mM Tris/HCl auf einen pH-Wert von 8 gepuffert. 
4.1.2 Trennung und Färbung 
DNA-Fragmente wurden sowohl für analytische als auch präparative Zwecke durch 
Agarose-Gelelektrophorese getrennt. Zur vereinfachten Handhabung der Proben 
wurden diese vor dem Auftrag auf das Gel mit Probenpuffer beschwert und sichtbar 
gemacht. Je nach erwarteten Fragmentlängen variierte die Konzentration des 
Agarosegels zwischen 0,5 - 2 %. Im Anschluß an die Elektrophorese wurde das Gel in 
einer Ethidiumbromidlösung inkubiert. Die DNA-Moleküle wurden durch Anregung 























0,5 M EDTA pH 8,0 

















 2,0 µg/mL Ethidiumbromid in 1 x TAE 
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Die DNA-Konzentration einer Probe konnte näherungsweise durch den Vergleich von 
elektrophoretisch getrennten Fragmenten mit einem ebenfalls aufgetragenen Standard, 
dem MassRuler™ High Range, abgeschätzt werden. Eine genauere Bestimmung der 
Konzentration erfolgte über photometrische Messungen bei 260 nm und 280 nm. Zur 
Berechnung der doppelsträngigen DNA-Konzentration wurde dem Richtwert gefolgt, 
eine Absorption bei 260 nm von 1 korreliere mit einer DNA-Konzentration von 
0,5 µg/mL bei Vorliegen einer sauberen DNA-Lösung (AUSUBEL et al. 1994). Die 
Reinheit der DNA-Lösung ließ sich aus den Quotienten der Absorptionswerte bei 
260 nm und 280 nm ableiten. Dieser liegt bei reiner DNA bei 1,8 - 2. Bei niedrigeren 
Werten liegt eine Verunreinigung mit Proteinen vor. 
4.1.4 Polymerase chain reaction (PCR) 
Zur Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente aus Proben wurde die polymerase 
chain reaction genutzt (SAIKI et al. 1988). Die dafür notwendigen Substanzen wurden 
wie folgt in die entsprechenden Reaktionsgefäße pipettiert: 
dNTP Gemisch 1 µL eines 40 mM Gemischs  
Primer Forward 1 µL einer 20 pM Lösung  
Primer Reverse 1 µL einer 20 pM Lösung  
Puffer nach Herstellerangaben  
Enzym nach Herstellerangaben  
DNA-Probe 100 - 250 ng  
aqua bid. ad 50 µL  
Wurde das Ansatzvolumen verdoppelt oder halbiert, so wurden die Reagenzmengen 
dem Volumen angepaßt. Als DNA-Matrize wurde teils gereinigte Plasmid-DNA, teils 
aber auch 1 µL einer bakteriellen Übernachtkultur eingesetzt. 
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In der Regel wurde die PCR nach folgendem Schema durchgeführt: 
Anfangs-Denaturierung 94 °C  2 min  
Denaturierung der DNA-Matrize 94 °C 1 min 
Hybridisierung von Primern und 
DNA-Matrize 




Elongation des neu 
synthetisierten Stranges 
72 °C abhängig von der Länge des 
zu amplifizierenden DNA-
Fragments und der ein-







End-Elongation 72 °C 10 min  
4.1.5 Reinigung 
Zur Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen oder im Anschluß an eine 
PCR wurden die entsprechenden kits nach Angaben des Herstellers angewandt. 
4.1.6 Restriktion 
Die Restriktion von DNA erfolgte je nach Verwendungszweck mit einer Menge von 
0,5 µg - 5 µg DNA, die für 1 h - 8 h mit Restriktionsendonukleasen nach Angaben des 
Herstellers in den vom Hersteller mitgelieferten Pufferlösungen inkubiert wurde. War 
eine Inaktivierung des Restriktionsenzyms nach Beendigung der Reaktion für 
nachfolgende Versuche notwendig, so wurde es nach Möglichkeit durch Hitze 
inaktiviert oder durch die Verwendung eines DNA-Reinigungskits eliminiert. 
4.1.7 Ligation 
Ligationen von DNA-Fragmenten und geschnittenen Plasmiden erfolgten in der Regel 
über 17 h bei 15 °C. Bis zur Weiterverwendung des Ligationsansatzes wurde dieser 
bei 4 °C gelagert. Ligationen wurden in einem Endvolumen von 20 µL angesetzt, in 
denen die DNA-Menge variierte. Sollten DNA-Fragmente in geschnittene Plasmide 
eingefügt werden, so wurden die Insertionsfragmente mindestens in einem 4-fachen 
molaren Überschuß relativ zum Plasmid eingesetzt. Der Einsatz von Ligase und dem 
entsprechenden Puffersystem erfolgte nach Herstellerangaben. Jedem Ligationsansatz 
wurde Polyethylenglykol 2000 in einer Endkonzentration von 10 % (v/v) hinzugefügt. 
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4.1.8 Transformation 
4.1.8.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen 
Die Bakterien wurden entweder durch die CaCl2-Methode nach SAMBROOK et al. 
(1989) für die Transformation oder nach AUSUBEL et al. (1994) für die Elektroporation 
kompetent gemacht. 
4.1.8.2 Transformation  
Die Transformation CaCl2-kompetenter Zellen erfolgte nach SAMBROOK et al. (1989), 
während für die Elektoporation den Angaben des Geräteherstellers gefolgt wurde. 
Nach erfolgter Transformation wurden die Zellen 1 h bei 37 °C unter Schütteln in 
1 mL Vollmedium inkubiert, bevor ein Teil des Ansatzes bzw. der gesamte Ansatz auf 
mit Antibiotika versetzten Vollmedium-Agarplatten ausgestrichen wurde. 
4.1.9 Sequenzierung 
Sequenzierungen wurden bei Agowa (Berlin), Eurogentec (Ivoz-Ramet, Niederlande) 
oder MWG Biotech (Ebersberg) in Auftrag gegeben. 
4.2 Analyse und Präparation von Proteinen 
Proteinhaltige Lösungen wurden nicht länger der Raumtemperatur ausgesetzt, als für 
den jeweiligen Arbeitsschritt erforderlich war. Das Auftauen und die kurzfristige 
Lagerung erfolgte auf Eis, nach Beendigung eines Versuchs wurden die 
Proteinlösungen - je nach Indikation - bei 4 °C, -20 °C oder nach Einfrieren in 
flüssigem Stickstoff bei -70 °C gelagert. Das Mischen proteinhaltiger Lösungen 
erfolgte durch vorsichtiges Kippen, um eine Denaturierung der Proteine zu vermeiden. 
4.2.1 Gewinnung von Proteinen aus E. coli 
4.2.1.1 Gesamtzellproteine 
Je nach Anwendung wurde entweder 1 mL einer bakteriellen Übernachtkultur oder 
1 mL einer Hauptkultur nach Erreichen der gewünschten optischen Dichte 
zentrifugiert, um die Bakterienzellen zu sedimentieren. Der Überstand wurde 
verworfen und die Bakterien in 100 µL SDS-Probenpuffer (s. 4.2.3) resuspendiert. Im 
Anschluß erfolgte eine vollständige Denaturierung der Proteine durch eine 
zehnminütige Inkubation bei 100 °C. 
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4.2.1.2 Fusionsproteine 
Die in größeren Mengen für weitere Experimente benötigten Fusionsproteine wurden 
aus rekombinanten E. coli BL21 Stämmen isoliert. 
Für die Reinigung der Fusionen mit maltose binding protein (MBP) wurde den 
Angaben des Herstellers des „pMAL™ Protein Fusion and Purification Systems“, 
New England BioLabs (Frankfurt a.M.), gefolgt: Nach Anzucht einer Vorkultur wurde 
1 L, mit 0,2 % (w/v) Glucose supplementierte Standard I Bouillon, mit 10 mL 
Vorkultur angeimpft und bis zu einer OD600nm von etwa 0,6 wachsen gelassen. Die 
Synthese des Fusionsproteins wurde durch Zugabe von Isopropyl-ß-D-thiogalaktosid 
(IPTG) mit einer Endkonzentration von 0,3 mM induziert. Nach weiteren 3 - 4 h 
wurden die Zellen geerntet, die Feuchtmasse bestimmt und in 10 mL Säulenpuffer je g 
Feuchtmasse aufgenommen. Die Zellen wurden durch Einfrieren bei -20 ° über Nacht 
und anschließender Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. Lösliche Proteine wurden 
durch 30-minütige Zentrifugation bei 9.000 · g und 4 °C von Zelltrümmern getrennt.  
Für die Affinitätschromatographie wurde der Gesamtproteingehalt des gewonnenen 
Überstands mittels Bradford-Test bestimmt und daraus die Konzentration des 
erwünschten Fusionsproteins geschätzt mit der Annahme, daß etwa 30 % des Gesamt-
proteingehalts das Fusionsprotein konstituieren. Die benötigte Amylose-Matrixmenge 
berechnete sich aus dem Fusionsprotein-Gehalt. Dabei beträgt die Kapazität der Säule 
2 mg Fusionsprotein je mL Säulenmatrix. Die Matrix wurde in handbetriebene 16/40 
Säulen von Amersham Biosciences, Freiburg, geladen und nach Angaben des 
Herstellers gewaschen. Der Rohextrakt der Zellen wurde mit einem 5-fachen Volumen 
Säulenpuffer verdünnt und mit einer Fließgeschwindigkeit von 0,5 mL/min auf die 
Säule gebracht. Nach Waschen der beladenen Säule mit mindestens 15 
Säulenvolumina Säulenpuffer wurde das Fusionsprotein mit Maltosepuffer eluiert. Das 
Eluat wurde in 25 Fraktionen gesammelt, die einem Fünftel des Säulenvolumens 
entsprachen. In der Regel konnte das Fusionsprotein ab der sechsten Fraktion 


















4.2.2 Proteolyse ganzer Zellen durch Trypsin 
Nach Erreichen einer OD600nm von 0,8 wurden 3 mL Haupkultur bei 1.500 · g, 10 min 
und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Das Bakteriensediment wurde 
einmalig mit 1 mL Tris-Puffer gewaschen und in 1 mL trypsinhaltigem Tris-Puffer 
aufgenommen. Anschließend erfolgte eine 30-minütige Inkubation auf Eis. Nach 
Zugabe von CaCl2 bis zu einer Endkonzentration von 0,5 mmol/L wurde die 
Suspension 30 min in einem auf 37 °C temperierten Wasserbad inkubiert. Durch 
Zugabe von 100 µL einer Trypsin-Inhibitorlösung und weiterer 15-minütiger Inku-
bation auf Eis wurde das Trypsin inaktiviert. Die trypsinierten Zellen wurden nun mit 
trypsininhibitorhaltigem Tris-Puffer gewaschen und in 20 - 30 µL SDS-Probenpuffer 
aufgenommen. Die weitere Denaturierung der Proteine erfolgte durch 10-minütiges 







Trypsinhaltiger Tris-Puffer 1 mg/mL Trypsin in Tris-Puffer 
Trypsin-Inhibitorlösung 10 mg/mL Trypsin-Inhibitor in Tris-
Puffer 
Trypsininhibitorhaltiger Tris-Puffer 1 mg/mL Trypsin-Inhibitor in Tris-
Puffer 
4.2.3 Trennung und Färbung von Proteinen 
Die Trennung von Proteinen erfolgte mittels einer diskontinuierlichen SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach LAEMMLI (1970). Die Abmessung der Gele 
betrug etwa 6 · 8 cm, die Schichtdicke dieser Minigele lag bei 0,75 mm. Je nach 
Molekulargewicht der zu trennenden Proteine lag die Acrylamidkonzentration des 
Trenngels zwischen 7,5 % und 12,5 %. Die Acrylamidkonzentration des Sammelgels 
betrug jedoch immer 5 %. Nach Möglichkeit wurden die Gele einen Tag vor der 
Benutzung gegossen und bei 4 °C gelagert, um ein vollständiges Polymerisieren des 
Acrylamids zu ermöglichen. Bei längerer Lagerung der Gele bei 4 °C wurde ein 
Austrocknen vermieden, indem sie in großzügig angefeuchtetes Papier gewickelt und 
in dicht verschlossenen Kunststofftüten aufbewahrt wurden. 
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Die Mischungen zur Erstellung von 5 Minigelen setzten sich wie folgt zusammen: 
 
 Trenngel Sammelgel 
 7,5 % 10 % 12,5 % 5 % 
aqua bid. 19,5 mL 16,5 mL 13,5 mL 11,9 mL 
Acryl/Bisacrylamidstammlösung 9,0 mL 12,0 mL 15,0 mL 3,0 mL 
Sammelgelpuffer - - - 3,0 mL 
Trenngelpuffer 7,5 mL 7,5 mL 7,5 mL - 
Ammoniumpersulfatlösung 330,0 µL 330,0 µL 330,0 µL 180,0 µL 
N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin 18,0 µL 18,0 µL 18,0 µL 9,0 µL 
 
























Tris/HCl pH 8,8 
EDTA 
SDS 
Ammoniumpersulfatlösung 10,00 % (w/v) in aqua bid. 
Die Proben wurden vor dem Auftrag auf das Gel mit einem geeigneten Volumen an 
SDS-Probenpuffer gemischt und 10 min bei 100 °C vollständig denaturiert. Die Pro-
teine wurden bei einer angelegten Stromstärke von 25 - 30 mA getrennt. Die für die 



























Zur Sichtbarmachung der Proteinbanden wurde das Gel im Anschluß an die 
Elektrophorese in einem Färbebad unter leichtem Schwenken inkubiert, das mit dem 
Textilfarbstoff Acid Blue 83 versetzt war, einem Triphenylmethan, welches auch unter 
dem Namen Coomassie® Brilliant Blue R250 bekannt ist. Der Farbstoff lagert sich 
gleichmäßig in das Gel ein und muß mit einem Entfärbebad bis zur gewünschten 
Farbtiefe entfärbt werden. Da die unspezifische Bindung des Farbstoffs mit höherer 
Affinität zu Proteinen als zum Gelpolymer erfolgt, werden die Proteine als intensiv 
blau eingefärbte Banden sichtbar. Je länger das Gel entfärbt wird, desto geringere 
Mengen an Protein lassen sich noch sichtbarmachen. Die Nachweisgrenze bei dieser 
Methode liegt bei 100 ng Protein je Bande. 
Eine niedrigere Nachweisgrenze, die bei 0,1 - 1 ng Protein je Bande liegt, läßt sich mit 
einer Silberfärbung erzielen, die auf der Komplexierung von Silberionen mit gewissen 
Aminosäureresten (Glu, Asp, Cys) beruht. Komplexierte Silberionen werden durch 
Reduktion mit alkalischer Formaldehydlösung als Silbermetall sichtbar gemacht. Da 
diese Färbemöglichkeit sehr von der Aminosäurekomposition der Proteine abhängt, 
lassen sich keine quantitativen Aussagen treffen. Die Silberfärbung wurde, modifiziert 
nach (SAMMONS 1981) und (SCHOENLE et al. 1984), nach folgendem Schema 
durchgeführt: 
Fixierlösung 1 - 24 h 
Ethanollösung 3 · 1 min 
Thiosulfatlösung 1 min 
aqua bid. 3 · 20 s 
Imprägnierer 15 - 25 min 
aqua bid. 2 · 20 s 
Entwickler variabel bis zur gewünschten Farbintensität 
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aqua bid. 5 s 
Stoplösung 5 - 10 min 
aqua bid. Lagerung 
 
 









Coomassie® Brilliant Blue R250 







in aqua bid. 










in aqua bid. 
Ethanollösung 50,00 % (v/v) Ethanol in aqua bid. 
Thiosulfatlösung 0,02 % (w/v) Na2S2O3 

















in aqua bid. 




Die Proteinkonzentration von Proben wurde abgeschätzt, indem ein Aliquot der Probe 
in einem PAA-Gel elektrophoretisch getrennt und anschließend mit einem ebenfalls 
auf dasselbe Gel aufgetragenen Proteinstandard bekannter Konzentration verglichen 
wurde. Zusätzlich wurde die Gesamtproteinkonzentration einer Probe mittels 
kolorimetrischem Bradfordtest bestimmt, der modifiziert nach Angaben von AUSUBEL 
et al. (1994) durchgeführt wurde. Die Zusammensetzung des Standards wurde - wo 
möglich - der zu messenden Probe angepaßt, um ungenaue Meßergebnisse durch 
unterschiedliches Einlagerungsverhalten des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-
250 in Standardprotein und Proteinproben zu vermeiden. War dies nicht möglich, so 
wurde in der Regel Rinderserumalbumin für die Erstellung der Standardeichkurve 
eingesetzt. Die Proben wurden ebenso wie der Standard ad 100 µL mit DPBS 
verdünnt, mit 1mL Bradfordreagenz versetzt. Nach einer zehnminütigen Inkubation 
bei Raumtemperatur wurde die Absorption in Kunststoffküvetten photometrisch bei 









Coomassie Brilliant Blue G-250 
95 % Ethanol 
85 % Phosporsäure zum Lösen des Farbstoffs 
aqua bid., filtrieren, anschließend dunkel lagern. 
4.2.5 Immunchemischer Nachweis von immobilisierten Proteinen 
Nach eletrophoretischer Trennung von Proteinproben in PAA-Gelen ließen sich diese 
durch ein als Semi-dry-blotting bezeichnetes Verfahren auf Nitrozellulosemembranen 
übertragen und immobilisieren und im Anschluß durch eine als Western bezeichnete 
Methode immunochemisch nachweisen (BURNETTE 1981). 
4.2.5.1 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen 
Dazu wurden die Gele in Transfer-Puffer äquilibriert und mit der Nitrozellulose-
membran zwischen befeuchtetem Filterpapier zwischen Anoden- und Kathodenplatte 
eines Semi dry blotting-Geräts luftblasenfrei in der Weise geschichtet, daß die negativ 
geladenen Proteine im angelegten Spannungsfeld (15 V, 35 - 45 min) in Richtung der 
Nitrozellulosemembran wanderten, wo sie aufgrund der geringen Porengröße der 






Glycin in aqua bid. 
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4.2.5.2 Färbung der Nitrozellulosemembran 
Um den Erfolg des Blotting-Verfahrens zu überprüfen, wurde die Membran im 
Anschluß an den Proteintransfer mit einer Ponceau S-haltigen Färbelösung eingefärbt. 
Ponceau S lagert sich unspezifisch an die Membran und Proteine an und kann 
aufgrund der höheren Affinität zu Proteinen durch Waschen mit aqua bid. aus der 
Membran gewaschen werden. Die Proteine werden als magenta-farbene Banden 
sichtbar. Eine Entfärbung erfolgt durch Verdrängung des Farbstoffs durch Salze, wenn 






Ponceau S in aqua bid. 
 
4.2.5.3 Immunchemischer Nachweis der immobilisierten Proteine 
Für den immunchemischen Nachweis wurden unspezifische Bindungsstellen durch 
eine mindestens einstündige Inkubation der Membran in einem Blocking-Puffer 
abgesättigt. Im Anschluß wurde die Membran in einem mit Antikörpern versetzten 
Puffer wiederum für mindestens 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Ungebundene 
Antikörper wurden durch mehrmaliges Waschen der Membran in Waschpuffer 
entfernt, bevor sie mit einem Enzym-gekoppelten Zweitantikörper 45 min - 1 h bei 
Raumtemperatur inkubiert wurde. Nach erneutem Waschen wurden zur Detektion 
gebundener Antikörper, abhängig von dem gekoppelten Enzym, verschiedene 
Verfahren genutzt: Bei Kopplung des Zweitantikörpers an Alkalische Phosphatase 
wurde eine Farbreaktion mit dem AP-Entwickler hervorgerufen, während gekoppelte 
Meerrettichperoxidase durch das SuperSignal® West-Pico Chemiluminescent 
Substrate System nachgewiesen wurde. Die Chemilumineszenzsignale wurden auf 
einem Röntgenfilm dargestellt, der je nach Intensität 1 - 15min auf die Nitrozellulose-
































BCIP (als 50mg/mL Stammlösung in 
Dimethylformamid (DMF) vorzubereiten) 












4.2.6 Immunmarkierung ganzer Zellen 
Bakterielle Oberflächenproteine können durch immunchemische Methoden an intakten 
Bakterienzellen durch spezifische Antikörper und einem Fluoreszenzfarbstoff- oder 
Immunogold-gekoppelten Zweitantikörper markiert werden. Die Fluoreszenz der 
gebundenen Zweitantikörper kann unter einem Mikroskop betrachtet werden. 
4.2.6.1 Immunfluoreszenzanalysen 
Für diese Markierungsmethode wurde 1 mL einer Hauptkultur mit einer OD600nm von 
0,4 bei 2800 · g 7 min sedimentiert und mit DPBS gewaschen. Zur Absättigung 
unspezifischer Bindungsstellen folgte eine einstündige Inkubation der Zellen in 
500 µL einer 1 % BSA Lösung in DPBS bei leichtem Schwenken. Die Erstantikörper 
wurden in 500 µL 0,1 % BSA in DPBS verdünnt und die Bakterien 1 h darin 
geschwenkt. Ungebundene Antikörper wurden durch dreimaliges Waschen in DPBS 
entfernt. Im Anschluß konnte die Inkubation mit dem Fluoreszenzfarbstoff-markierten 
Zweitantikörper erfolgen. Dieser wurde ebenfalls in 0,1 % BSA in DPBS verdünnt und 
1 h bei leichtem Schwenken mit den Bakterien inkubiert. Ungebundene Antikörper 
wurden durch zweimaliges Waschen in DPBS entfernt. DPBS seinerseits wurde 
anschließend durch zweimaliges Waschen in Wasser entfernt. Durch eine 20minütige 
Inkubation der markierten Zellen in 2 % Paraformaldehyd-Lösung in DPBS unter 
leichtem Schwenken wurden sie fixiert. Anschließend konnten sie sedimentiert, in 
einem geringeren Volumen DPBS (20 - 30 µL) aufgenommen und mit etwa 20 - 30 µL 
Einbettmedium auf einen Objektträger aufgebracht werden. Das Präparat wurde mit 




















Glycerin, auf 60° vorgewärmt 
aqua bid., auf einem Rotationsmischer über Nacht im Dunkeln bei 
Raumtemperatur inkubieren 
200 mM Tris/HCl pH 8,5 hinzufügen, wiederum s.o. inkubieren 
aqua bid. hinzufügen bis eine mittelviskose, weitgehend klare 
Lösung entsteht 
1,4 Diazabicyclo[2.2.3]octan (DABCO) als Feststoff hinzufügen, 
mischen. 
Durch 15-minütige Zentrifugation bei 5.000 · g und Raumtemperatur wurde das Einbettmedium von Schwebstoffen 
befreit und dann bei -80 °C gelagert. 
4.2.6.2 Immunogoldanalysen 
Hauptkulturen wurden mit Übernachtkulturen in einer Verdünnung von 1:100 
inokuliert und 1,5 - 2 h bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Anschließend wurden 
3,5 µL der Kultur auf Kupfergrids getropft und 30 - 40 min zum Sedimentieren der 
Bakterien bei Raumtemperatur inkubiert. (Die grids waren zuvor mit 1,1 % Formvar 
in Chloroform befilmt worden.) Die Bakterien auf den Kupfergrids wurden 5 min mit 
DPBS gewaschen und anschließend 2 - 5 min mit 2 % BSA in DPBS überschichtet. 
Der Erstantikörper wurde in einem geeigneten Volumen 0,1 % BSA in DPBS verdünnt 
und die grids wurden 45 min in der Erstantikörperlösung inkubiert. Ungebundene 
Erstantikörper wurden durch 5-maliges je 5-minütiges Waschen mit DPBS entfernt. 
Der mit Goldpartikeln gekoppelte (12 nm im Durchmesser) Zweitantikörper wurde 
ebenso wie der Erstantikörper in 0,1 % BSA in DPBS verdünnt, die Kupfergrids 
wurden 45 min darin inkubiert. Anschließend wurden ungebundene Zweitantikörper 
durch 4-maliges je 5-minütiges Waschen in DPBS entfernt. Die Bakterien wurden nun 
5 - 45 min mit Wasser, das in der Zeit 4-mal gewechselt wurde, gewaschen, bevor die 
Negativkontrastierung mit 1 % Uranylacetat 10 s erfolgte. Nach dem Trocknen der 
grids auf Filterpapier wurden die Präparate am Transmissions-Elektronenmikroskop 
Philipp 410 ausgewertet. 
4.3 Immunologische Arbeiten 
4.3.1 Umgang und Arbeiten mit Versuchstieren 
Die für diese Studie verwendeten Mäuse wurden gemäß den Anforderungen in der 
tierexperimentellen Einrichtung des Zentrums für Molekularbiologie der Entzündung, 
Universitätsklinikum Münster, gehalten. Es wurden nur spezifisch pathogenfreie (SPF) 
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Tiere unter SPF-Bedingungen in IVC-Gestellen gehalten, in denen die Käfige einzeln 
belüftet wurden (individually ventilated cages). Das IVC-System wurde bezogen von 
Tecniplast Deutschland GmbH, Hohenpreißenberg. Der Gesundheitszustand der 
Mäuse wurde alle drei bis sechs Monate stichprobenartig durch Untersuchungsreihen 
auf spezifische Viren, Bakterien und Parasiten in anerkannten Laboratorien überwacht. 
Im Laufe der Immunisierungsstudie wurde das Wohlbefinden der Mäuse überprüft. 




Zur Blutentnahme wurden die Tiere mit Hilfe des Inhalationsanästhetikums Metofane 
in Vollnarkose versetzt. Dazu wurde eine kleine, mit einem Filterpapier versehene 
Glaspetrischale auf einen Gummiring in ein Weckglas gelegt. 300 µL Metofane 
wurden auf das Filterpapier getropft. Mit einem engmaschigen Gitterlochblech wurde 
die Petrischale abgedeckt. Das Weckglas wurde verschlossen 10 min vor eine 
Infrarotlampe gestellt, um durch Wärmeeinwirkung zügig eine gesättigte 
Metofaneatmosphäre zu erhalten. Danach wurden zwei Tiere gleichzeitig in das Gefäß 
gebracht und nach dessen Verschließung narkotisiert. In der Regel vergingen bis zum 
vollständigen Einschlafen 30 - 60 s, und die Mäuse wurden nach Erreichen der 
Narkose noch weitere 3,5 min im Weckglas belassen. Die narkotisierten Mäuse 
wurden mit Hilfe von stumpfen, weich gepolsterten Pinzetten am Nackenfell gefaßt 
und aus dem Glasgefäß gehoben. Vor der Blutentnahme wurde der Zustand der Maus 
überprüft: Waren ihre Extremitäten zu wenig mit Blut versorgt (blaues Anlaufen der 
Ohren und des Schwanzes) oder zeigte sie Schnappatmung, wurde auf eine 
Blutentnahme verzichtet, um den Kreislauf nicht weiter zu belasten. Andernfalls 
wurden maximal 300 µL Blut mit Hilfe einer Hämatokritkapillaren am retroorbitalen 
Gefäßplexus entnommen. Während der gesamten Studie wurde nach Möglichkeit 
immer dasselbe Auge zur Blutentnahme herangezogen. Nach Entnahme des Blutes 
wurde der Bulbus mit den Augenlidern bedeckt und sanft in die Augenhöhle gedrückt. 
Die Lider verklebten leicht mit dem geronnen Blut. Dadurch konnte ein etwaiger 
Blutfluß unterbunden und das Risiko minimiert werden, daß die von der Narkose 
erwachenden Tiere sich durch Kratzbewegungen der Vorderpfote das Auge verletzen. 
Die Mäuse wurden bis zum Erwachen, das etwa 5 - 10 min nach Narkosebeginn 
eintrat, in der Hand gehalten und beobachtet. 
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Stuhl 
Zur Stuhlprobennahme wurden die Mäuse einzeln in Käfigen ohne Einstreu auf einem 
Gitterzwischenboden gehalten, so daß der Kot mit sauberen Pinzetten vom Käfigboden 
gesammelt werden konnte. Um den Tieren die Möglichkeit des „Versteckens“ zu 
bieten, wurde jeder Käfig mit ein bis zwei Kosmetiktüchern versehen. Eine mögliche 
Proteaseaktivität in den Kotproben sollte so weit wie möglich minimiert werden. 
Daher wurde der Kot nach spätestens einer Stunde eingesammelt und bis zur Weiter-
verarbeitung in kleinen Reaktionsgefäßen auf Eis gelagert. Pro Maus wurden etwa 30 
Kotkugeln bei einer Probennahme für die Antikörperbestimmung gesammelt. Nach 
Beendigung der Probennahme wurde der Kot in flüssigem Stickstoff eingefroren und 
bei -70 °C gelagert. 
4.3.1.2 Immunisierungsverlauf 
Mukosale Immunisierung 
Vorbereitung der Immunisierungssuspension 
Die mukosale Immunisierung erfolgte durch orale Gabe des Lebendvektors. Dazu 
wurden die entsprechenden rekombinanten E. coli Nissle 1917 Stämme aus bei - 70 °C 
gelagerten Stammhaltungskulturen mit einem Impfausstrich auf Standard I Agarplatten 
kultiviert, die mit Ampicillin supplementiert waren. Eine Einzelkolonie diente zum 
Animpfen einer Vorkultur, die am folgenden Morgen mit einer Verdünnung von 1:100 
in eine 100 mL-Hauptkultur überimpft wurde. Die Hauptkultur wurde 2 – 4 h unter 
Schütteln bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde die Gesamtzellzahl mit Hilfe einer 
Neubauer-Zählkammer bestimmt. Zur Immunisierung eines Tieres wurden 5·109 
Zellen in DPBS gewaschen und anschließend in 50 µL Glucosepuffer resuspendiert. 
Um die Lebendzellzahl zu bestimmen, wurde eine Verdünnungsreihe der 
Immunisierungssuspensionen angesetzt, von der 3 Verdünnungsstufen auf ampicillin-
haltige Standard I-Agarplatten vereinzelt wurden. Diese Vereinzelung erfolgte nach 
der Immunisierung der Tiere aus den Immunisierungssuspenionen, so daß eine 
Aussage über die Lebendzellzahl während der Gabe der Suspension möglich war. 
Die Immunisierungsstämme wurden in regelmäßigen Abständen während des 
gesamten Immunisierungszeitraums durch PCR-Nachweise spezifisch für E. coli 
Nissle 1917 und die jeweiligen rekombinanten Plasmide analysiert, um zu 







Carbonatpuffer pH 9,6  
Glucose 
(Glucose in 50,0 mM Carbonatpuffer lösen) 
Carbonatpuffer 50,0 mM Na2CO3/HNaCO3 pH 9,6 
Immunisierung 
Die für die Immunisierung vorbereiteten Suspensionen wurden auf Eis gelagert und so 
zügig wie möglich weiterverarbeitet. Pro Tier wurden 50 µL Immunisierungs-
suspension in eine gelbe Pipettenspitze aufgezogen. Die Tiere wurden mit Daumen 
und Zeigefinger am Nackenfell gefaßt, in die Händfläche gelegt und der Schwanz 
zusätzlich mit Ringfinger und kleinem Finger gefaßt, um der Maus die Gelegenheit zu 
nehmen, mit den Pfoten gegen die Pipettenspitze zu schlagen. Die Suspension wurde 
den Mäusen vorsichtig seitlich ins Maul getropft, dabei wurde darauf geachtet, daß sie 
auch restlos geschluckt wurde. 
 
Immunisierungsplan 
Der Zeitplan der mukosalen Immunisierung ist unter 5.2.2 wiedergegeben. 
4.3.2 Aufbereitung und Analyse der Proben 
4.3.2.1 Aufbereitung 
Mit Ausnahme des Blutes wurden alle Proben unverzüglich nach Probennahme bis zur 
Beendigung des Arbeitsschritts auf Eis gelagert und anschließend in flüsssigem 
Stickstoff eingefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei -70 °C gelagert. 
Gewinnung des Blutserums 
Die Blutproben wurden während der Probennahme bei Raumtemperatur gelagert und 
anschließend 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach einer 15-minütigen Zentrifugation bei 
7.000 · g und 4 °C wurde der Überstand großzügig abgenommen. Diese Prozedur 
wurde erneut wiederholt. Das Volumen des gewonnenen Serums wurde bestimmt, die 
Probe in flüssigem Stickstoff eingefroren und anschließend bei -70 ° gelagert. 
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Extraktion löslicher Proteine aus Stuhlproben 
Zur Extraktion der Immunglobuline aus den Kotproben wurde ein Verfahren 
angewendet, das von KOERTGE UND BUTLER entwickelt, von HANEBERG et al. 
modifiziert und in der von EXTERNEST et al. veröffentlichten Form übernommen 
worden ist (KOERTGE und BUTLER 1986; HANEBERG et al. 1994; EXTERNEST et al. 
2000). 
Die Stuhlproben wurden im 25-fachen ihres Trockengewichts extrahiert. Zur 
Bestimmung des Trockengewichts wurden die bei -70 °C gelagerten Proben 15 min 
bei Raumtemperatur aufgetaut und anschließend in einem Vakuumkonzentrator 4 - 5 h 
getrocknet. Anschließend konnte das Trockengewicht der Proben in vorgewogenen 
Reaktionsgefäßen bestimmt werden. 
Jede Stuhlprobe wurde im 15-fachen ihres Trockengewichts an DPBS-PIB 
aufgenommen und zur Rehydratisierung 30 min auf Eis gelagert. Anschließend 
konnten die Kotballen mit einem Glasstab zerstoßen werden, bis eine homogene 
Suspension erreicht war. Zur Extraktion der löslichen Bestandteile aus dem Kot 
wurden die Proben 30 - 60 min bei 4 °C unter leichtem Schwenken inkubiert, bevor 
die Festbestandteile bei 10.000 · g und 4°C 10 min sedimentiert wurden. Der klare 
Überstand wurde in ein neues Gefäß überführt und die Extraktion mit dem Sediment 
mit einem 10-fachen des Trockengewichts wiederholt. Abschließend wurden die 
Überstände aus einer Probe vereinigt, 5 min bei 3.000 · g und 4 °C zur Eliminierung 





% (w/v) Magermilchpulver 
Proteaseinhibitor-Cocktail 
Bestatin-Hydrochlorid 













AEBSF-Hydrochlorid, bei Ansatz des 
Cocktails frisch einzuwiegen, da in 
wässriger Lösung nicht stabil 
in aqua bid. 
10 x Aprotinin-Stammlösung ~154,0 µM Aprotinin 
in aqua bid. 
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10 x Leupeptin-Stammlösung ~10,0 
 
mM Leupeptin-Hemisulfat 
in aqua bid. 




4.3.2.2 Analyse mittels Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) 
Aufbau 
Zur quantitativen Analyse der erhaltenen spezifischen Antikörperantworten wurde ein 
ELISA nach dem sandwich-System durchgeführt. 
Um sicherzustellen, daß der limitierende Faktor für die ELISA ausschließlich durch 
das titrierte Antigen dargestellt wird, wurden sowohl Zweitantikörper als auch 
Substratsystem im Überschuß verwendet. Darüber hinaus wurde für jedes Antigen der 
optimale Puffer als auch die optimale Konzentration für die Beschichtung 
experimentell ermittelt. 
Für den Nachweis von spezifischen Immunglobulinen in den Proben wurden die 
ELISA-Platten mit 1 µg/mL MBP-Stx1B, MBP-Stx2B oder MBP-Stx2eB beschichtet. 
Da die aus den Stuhlproben isolierten Antikörper aufgrund des Extraktionsverfahrens 
und auch der Befindlichkeit der Mäuse starken Schwankungen in der Konzentration 
unterlagen, mußte eine feste Bezugsgröße gewählt werden, damit ein Vergleich 
zwischen den Proben verschiedener Mäuse bzw. unterschiedlicher Zeitpunkte möglich 
war. Dazu wurde der Gesamt-IgA-Gehalt der Stuhlproben mit Hilfe von ELISA 
ermittelt, der als Bezugsgröße für den quantitativen Vergleich dient. Für dieses 
Experiment wurden die ELISA-Platten mit 0,8 µg/mL GAM-IgA in DPBS 
beschichtet. Das Beschichten aller Platten erfolgte über Nacht bei 4 °C mit einem 
Volumen von 75 µL pro Kavität. 
Die Platten wurden 4x mit 300 µL DPBS-T je Kavität gewaschen und mit 250 µL MP-
DPBS-T befüllt. Nun wurden sie zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen 
mindestens 2 h bei 37 °C inkubiert. Bis zur Weiterverwendung, längstens jedoch 6 h, 
wurden die Platten bei 4 °C gelagert. 
Nachdem die Platten viermal wie oben erwähnt gewaschen worden waren, wurden die 
in MP-DPBS bzw. DPBS-PIB vorliegenden Proben mit einem Volumen von 75 µL je 
Kavität auf die Platten aufgetragen. Zuvor wurden alle Kavitäten mit 75 µL MP-DPBS 
je Kavität gefüllt, um eine Verdünnungsreihe mit dem Faktor 2 auf der Platte titrieren 
zu können. Nun wurden die Proben mit einer Mehrkanalpipette in die ersten Kavitäten 
gebracht und mit dem vorliegenden Puffer gemischt. Anschließend wurden 75 µL je 
Kavität in die benachbarte Kavität pipettiert, wiederum gemischt und entnommen. 
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Nach dem letzten Verdünnungsschritt wurden die verbliebenen 75 µL je Kavität 
verworfen. Zusätzlich zu den Proben wurden nach Möglichkeit zwei Positivkontrollen, 
nämlich αMBP-Antiserum und αVT1 bzw. αVT2 in drei bis fünf Kavitäten 
mitgeführt. Zur Bestimmung des Plattenhintergrunds dienten 5 Kavitäten, in denen 
sich nur MP-DPBS während der Inkubationszeit für den ersten Antikörper befand. Zur 
Bestimmung der Gesamt-IgA-Konzentration wurde ein Maus-IgA-Standard für die 
Erstellung einer Eichkurve mitgeführt, der ebenfalls seriell verdünnt wurde. Die 
Platten wurden nun über Nacht bei 4 °C inkubiert. 
Die Proben wurden durch sechsmaliges Waschen nach dem oben beschriebenen 
Muster entfernt. 
Als Zweitantikörper wurde nun GAM-IgG-PO bzw. GAM-IgA-PO für die Proben und 
den Plattenhintergrund und GAR-PO für das aus dem Kaninchen gewonnene αMBP-
Antiserum in einer Verdünnung von 1:2.000 in MP-DPBS-T eingesetzt. Pro Kavität 
wurden 75 µL der Lösung aufgebracht. Anschließend folgte eine 90-minütige 
Inkubation der Platten bei 37 °C. 
Der Zweitantikörper wurde durch sechsmaliges Waschen (s.o.) entfernt und die Platten 
mit sensitiver Substratlösung (FREY et al. 2000) in einem Volumen von 75 µL pro 
Kavität versehen. Die exakt halbstündige Inkubation des Substrats erfolgte bei 
Raumtemperatur und Dunkelheit. Schließlich wurde die Reaktion durch Ansäuerung 
abgebrochen. Zu diesem Zweck wurden pro Kavität 125 µL einer 1 M Schwefelsäure 
zum Substrat pipettiert. 
















Substrat B, 8 - 30 min vor Gebrauch 












Citronensäure titriert mit 
Kaliumhydroxid ad pH 4,0 
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Innerhalb der folgenden halben Stunde wurde die Extinktion des Produkts bei 450 nm 
mit Hilfe des ELISA-Lesegeräts bestimmt. 
 
Auswertung 
Da für die ausgewählten Antigene keine Antiköper-Standards vorlagen, mit deren 
Hilfe absolute Antikörperkonzentrationen hätten berechnet werden können, erfolgte 
die Auswertung der Immunantworten auf andere Weise: Die ELISA wurden so 
aufgebaut, daß eine Endpunkt-Titration und damit die Bestimmung spezifischer Anti-
körper in relativen Einheiten (Titer) nach der Methode von (KEMENY 1992) möglich 
war. 
Um den Endpunkt jeder Verdünnungsstufe berechnen zu können, wurden pro Platte 
Seren von sechs Kontrolltieren mitgeführt, aus denen fünf für die Endpunktberech-
nung nach dem von FREY et al. beschriebenen Verfahren ausgewählt wurden. Alle 
Werte, die oberhalb dieses Endpunkts (cut-offs) lagen, wurden als positiv gewertet, 
alle, die unter ihm lagen, als negativ (FREY et al. 1998). 
Die größtmögliche Verdünnungsstufe jeder Probe, die noch als positiv bezeichnet 
werden konnte, ist der Wert, der - in reziproker Form - als Endpunkt-Titer dieser Probe 

















5.1 Konstruktion der oralen Lebendvektoren 
5.1.1 Wahl der Antigene 
Es besteht die Möglichkeit, bereits im Detail untersuchte, vielfach als Modellantigene 
eingesetzte Proteine, wie z.B. das Ovalbumin, für die Charakterisierung einer neuen 
Vakzinierungsstrategie einzusetzen oder aber direkt Antigene aus wichtigen 
Pathogenen zu verwenden, die auch als Vakzine-Kandidaten relevant sein könnten. 
Letzteres bietet die Möglichkeit, die Grenzen sowohl des AIDA-Autotransporters als 
Präsentationsmodul als auch des kommensalen E. coli-Stamms Nissle 1917 als 
Lebendvektor abzustecken. In dieser Arbeit wurden daher Polypeptide als Antigene 
eingesetzt, die von verschiedenartigen Pathogenen stammen und bei einer natürlichen 
Infektion das Immunsystem auf unterschiedliche Weise konfrontieren würden. 
Während das Nukleokapsid Protein N des Masernvirus im Zuge einer Infektion im 
MHC-Klasse I Kontext präsentiert würde, wird die B-Untereinheit der Shigatoxine da-
gegen im Darmlumen freigesetzt, wo sie mit Zelloberflächenrezeptoren interagiert. 
Darüber hinaus unterscheiden sich die beiden Antigene in zahlreichen Eigenschaften, 
wie z.B. der Größe, und könnten daher auch dabei mitwirken, die Möglichkeiten des 
AIDA-Autotransporters als Präsentationssystem näher zu charakterisieren.  
Das N-Protein ist das Hauptstrukturprotein des Masernvirus, welches 
zusammen mit den Proteinen P und L mit dem RNA Genom assoziiert ist und die 
helikale Ribonukleoproteinstruktur ausbildet. Mit einer Länge von 549 Aminosäuren 
ist das Molekulargewicht des N-Proteins kleiner als das des natürlicherweise durch 
den AIDA-Autotransporter translozierten Adhäsins, stellt aber im Vergleich zu den 
Monomeren der B-Untereinheit der Shigatoxine, welche - je nach Toxintyp - über 69 
bzw. 70 Aminosäuren verfügen, einen "großen Passagier" dar. 
Als Antigene wurden, neben dem Masern Protein-N und dem Monomer der B-
Untereinheit des Shigatoxins 1 (Stx1B), die Monomere der B-Untereinheit des Shiga-
toxins 2 (Stx2B) und Shigatoxins 2e (Stx2eB) eingesetzt. 
5.1.2 Wahl des Plasmidvektors 
Die ausgewählten Polypeptide sollten im Austausch für das vom AIDA-Auto-
transporter translozierte Adhäsin auf der bakteriellen Oberfläche präsentiert werden, 
ohne daß durch die Prozessierung die kovalente Bindung zwischen Passagier und 
Transporter gespalten wird. Wie SUHR zeigen konnte, genügt der Austausch der ersten 
N-terminalen Aminosäure des Autotransporters, um die C-terminale Prozessierung des 
Adhäsins zu unterbinden (SUHR 1998). Dieser Austausch (A 847 → I) wurde in der 
vom Plasmid pMK90 kodierten Sequenz vorgenommen, (KONIECZNY 1999), einem 
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Derivat von pIB264 (BENZ und SCHMIDT 1989), das durch Deletionen im Bereich des 
aah-Gens und Eliminierung großer Teile der für AIDA-I kodierenden Sequenz 
generiert wurde. Auf ein ca. 1.000 bp langes Fragment des 3´Endes des aah-Gens, 
welches den Promotor für aidA enthält, folgt so die für das Signalpeptid (Präpeptid) 
kodierende Sequenz (Abb. 5.1). Dieser Sequenz schließt sich eine aus AIDA-I- und 
synthetischen Polylinkeranteilen bestehende Linkersequenz und der gesamte für 




Abb. 5.1: Restriktionskarte des Plasmids pMK90: In der Karte von pMK90 sind die wichtigsten 
Restriktionsschnittstellen angemerkt und die Positionen der Primer, die für die Amplifizierung der 




Zur Eliminierung des Linkers wurde pMK90 mit den Primerpaaren DTP4 und DTP5 
bzw. DTP14 und DTP15 amplifiziert, das PCR-Produkt einer Restriktion mit KpnI und 
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XbaI bzw. SmaI unterworfen und als Vektor für die Ligation mit den für die Antigene 
kodierenden DNA-Fragmenten genutzt. Diese wurden ebenfalls durch PCR-
Amplifikation gewonnen: Das Plasmid pSC-N, (HUBER et al. 1991) welches das 
Nukleokapsid Protein-N kodiert, diente als Matrize für die Amplifikation des Masern 
N-Proteins mit dem Primerpaar DTP12/DTP13. Das PCR-Produkt wurde nach 
Restriktion mit SmaI in den mit den Primern DTP14 und DTP15 erzeugten Vektor 
inseriert. Aus den Plasmiden pAM2, pFG4 und pSF2 (MEIER 1992; GUNZER und 
KARCH 1993; FRANKE et al. 1995), die für GST-Fusionen der B-Untereinheit von 
Stx1, Stx2 und Stx2e kodieren, wurden die stxb-Gene mit den Primerpaaren 
DTP8/DTP7, DTP9/DTP11 und DTP9/DTP10 amplifiziert und im Anschluß an eine 
Restriktion mit XbaI und KpnI mit dem mit den Primern DTP4 und DTP5 erzeugten 
PCR-Fragment des Vektors ligiert. Auf diese Weise wurden Plasmide generiert, die 
für eine N-terminale Fusion der Antigene mit dem AIDA-Translokator kodieren: Das 
Fusionsprotein His6-StxIB-AIDAC wird von pDT6 kodiert, Stx2B-AIDAC von pDT8, 




Abb. 5.2: Restriktionskarte der Plasmide pDT6, pDT7 und pDT8: In den Plasmiden pDT6 - pDT8 
ist die Linkerregion von pMK90 gegen die Antigensequenzen stx1b, stx2eb und stx2b ausgetauscht 
worden. Aufgrund der unterschiedlichen Größe der eingesetzten Fragmente variiert die Plasmidgröße; 
pDT6 entspricht 5530bp, pDT7 5509bp und pDT8 5512bp.  
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5.1.4 Untersuchung der Lebendvakzin-Kandidaten 
Die Plasmidkonstrukte wurden mit Hilfe von Restriktionsanalysen und durch 
anschließende Sequenzierung des Plasmids untersucht, bevor sie als Antigenträger in 
den als Lebendvektor eingesetzten E. coli Stamm Nissle 1917 mit Hilfe einer Elektro-
poration eingebracht wurden. Anschließend wurde in Western Blot Analysen 
untersucht, ob die Synthese der Antigen-AIDAC-Fusionsproteine stattfand.  
Durch die N-terminale Fusion des Translokators mit den Monomeren der 
Shigatoxin B-Untereinheiten sollte sich das Molekulargewicht des Gesamtproteins um 
8 kDa bzw. 7 kDa (im Falle von Stx2eB-AIDAC) im Vergleich zum authentischen 
Translokator (48,4 kDa) erhöhen. Diese höheren Molekularmassen wurden bei der 
Markierung der Fusionsproteine mit AIDAC spezifischen Antikörpern nachgewiesen 
(Abb. 5.3). Darüber hinaus ließen sich die Fusionsproteine His6-Stx1B-AIDAC und 
Stx2B-AIDAC mit Antikörpern nachweisen, die spezifisch gegen die Passagieranteile 




Abb. 5.3: Western Blot der Lebendvakzine-Stämme: Aus Übernachtkulturen gewonnene 
Gesamtzellextrakte wurden mittels SDS-PAA-Gelelektrophorese getrennt, anschließend wurden die 
Proteine mittels Semi Dry Blotting auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Für die Western 
Analyse wurde das Antiserum α C-term als erster Antikörper eingesetzt. Die Detektion gebundener 
Antikörper erfolgte indirekt mit dem Zweitantikörper GAR-AP und Substratreagenzien, die zum 
Farbniederschlag führen. Spur 1 zeigt das Gesamtzellextrakt von E. coli BL21/pDT3, der His6-AIDAC 
exprimiert, Spur 2 Nissle 1917, in Spur 3 - 5 sind die Immunisierungsklone Nissle 1917/pDT6, Nissle 
1917/pDT7 und Nissle/pDT8 aufgetragen, die Stx1B-AIDAC, Stx2eB-AIDAC bzw. Stx2B-AIDAC 
produzieren. Spur 6 zeigt den Gesamtzellextrat von E. coli H14/69/pAM2, in Spur 7 sind die Extrakte 
von E. coli DH5α/pSF2 bzw. DH5α/pFG4 getrennt, die die Fusionsproteine GST-Stx1B, GST-Stx2eB 












Abb. 5.4: Western Blot des Lebendvakzine-Stammes E. coli Nissle 1917/pDT6: Aus 
Übernachtkulturen der E. coli-Stämme Nissle 1917/pDT6 (Spur1), BL21/pDT3 (Spur2) und 
H14/69/pAM2 (Spur 3) wurden Gesamtzellextrakte gewonnen, die nach elektrophoretischer Trennung 
in SDS-PAA-Gelen für Western Analysen auf eine Nitrozellulosemembran transferiert worden sind. 
Als erster Antikörper diente erst αHis5, der mit dem gekoppelten Zweitantikörper GAM-PO markiert 
wurde. Nach Zugabe der Substratreagenzien wurden Röntgenfilme genutzt, um die Chemilumineszenz 
darzustellen. Anschließend wurde die Membran mit dem Antiserum αfp12 und zur Sichtbarmachung 
der Reaktion mit GAR-AP und den entsprechenden Substraten inkubiert. Der in Graustufen 
abgebildete Röntgenfilm wurde der in Farbe gezeigten Membran überlagert. Das von pDT6 codierte 
Fusionsprotein His6-Stx1B- AIDAC wird von beiden Antikörpern erkannt, woraus geschlossen werden 
kann, daß His6-Stx1B-AIDAC keine N-terminale Degradation erfährt. 
 
 
Die Integration des Translokators in die äußere Membran des E. coli-Stamms 
Nissle 1917 und die damit einhergehende Präsentation der Antigene auf der bak-
teriellen Oberfläche wurde durch Immunfluoreszenzanalyse und Immunogold-
markierung intakter Bakterienzellen überprüft. Unter Verwendung des gegen AIDAC 
gerichteten Antiserums αfp12 als ersten Antikörper konnte in einer indirekten Immun-
fluoreszenzmarkierung die Oberflächenexposition des Translokators nachgewiesen 
werden (Abb. 5.6). Mit Antikörpern, die spezifisch für die Stx2B-Untereinheit im 
Stx2B-AIDAC Konstrukt waren, konnte dieser Bereich durch Immunogoldmarkierung 
auf der Oberfläche intakter Bakterienzellen nachgewiesen werden (Abb. 5.7). 
Bei N-terminaler Fusion des Masern N-Proteins mit dem AIDAC-Translokator 
erhält man ein Protein mit einem errechneten Molekulargewicht von 99,6 kDa. Dieses 
Fusionsprotein ließ sich sowohl mit dem gegen AIDAC gerichteten Antiserum als auch 
mit für das N-Protein spezifischen monoklonalen Antikörpern im mit pDT9 
transformierten E. coli Stamm C600 nachweisen. In Gesamtzellextrakten aus dem - 
mit dem gleichen Plasmid transformierten - E. coli Stamm Nissle 1917 hingegen 









Abb. 5.5: Western Blot des Lebendvakzine-Stammes E. coli Nissle 1917/pDT8: 
Gesamtzellextrakte aus Übernachtkulturen der E. coli Stämme Nissle 1917 (Spur 1), BL21/pDT3 
(Spur 2), Nissle 1917/pDT8 (Spur 3) und DH5α/pFG4 (Spur 4) wurden elektrophoretisch in SDS-
PAA-Gelen getrennt und für Western Analysen auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Als erstes 
wurde αVT2 als Primärantikörper eingesetzt. Die durch den Zusatz von GAM-PO und entsprechenden 
Substraten hervorgerufene Chemilumineszenz wurde mittels Röntgenfilmen sichtbar gemacht. In einer 
zweiten Reaktion wurde die Membran mit αfp12 inkubiert; die Sichtbarmachung der gebundenen 
Antikörper erfolgte mit Hilfe von GAR-AP und entsprechenden Substraten. Der in Graustufen 
abgebildete Röntgenfilm wurde der in Farbe gezeigten Membran überlagert. Das von pDT8 codierte 
Fusionsprotein Stx2B-AIDAC wird von beiden Erstantikörpern erkannt, was darauf schließen läßt, das 
keine N-terminale Degradation des Antigen-Passagiers erfolgt. 
 
 
Das für die Fusion des Masern N-Proteins mit AIDAC kodierende Plasmid 
pDT9 konnte aufgrund ausbleibender Expression im E. coli-Stamm Nissle 1917 nicht 
für diese Experimente eingesetzt werden. Hinweise zur Ursache für die ausbleibende 
Synthese des Masern N-AIDAC-Fusionsproteins im E. coli-Stamm Nissle 1917 
konnten in dieser Arbeit nicht gewonnen werden.  
Für die sich anschließenden Untersuchungen zur oralen Immunisierung standen 
folgende lebende rekombinate Vakzine-Kandidaten zur Verfügung: E. coli Nissle 
1917/pDT6 (His6-Stx1B-AIDAC), E. coli Nissle 1917/pDT7 (Stx2eB-AIDAC), E. coli 
Nissle 1917/pDT8 (Stx2B-AIDAC). Alle auf den verschiedenen Plasmidvektoren 










Abb. 5.6: Immunfluoreszenzmarkierung der Lebendvakzine-Stämme: Zur Markierung von auf 
der bakteriellen Oberfläche befindlichen Proteinen wurden intakte Bakterien des E. coli-
Wildtypstamms Nissle 1917 und der rekombinanten Immunisierungsstämme mit dem Erstantikörper 
αfp12 und anschließend mit GAR-Cy2 inkubiert. Exzitation und Emission dieses Fluoreszenz-
farbstoffs erfolgten im Wellenlängenbereich 530 - 585 nm. In der rechten Spalte sind die 
Immunfluoreszenzaufnahmen abgebildet, in der linken die korrespondierenden Phasenkontrastaufnah-
men. A zeigt den His6-Stx1B-AIDAC präsentierenden Stamm Nissle 1917/pDT6, in B ist Nissle 
1917/pDT7 dargestellt, der Stx2eB-AIDAC exprimiert und in C ist Nissle 1917/pDT8 zu erkennen, der 
Stx2B-AIDAC präsentiert. D stellt den Wildtypstamm Nissle 1917 dar. Die Bakterien sind mit einer 















Abb. 5.7: Immunogoldmarkierung des Lebendvakzine-Stammes E. coli Nissle 1917/pDT8: Die 
Oberflächenpräsentation des Passagiers Stx2B wurde beim Immunisierungsstamm E. coli Nissle 
1917/pDT8 durch Immunogoldmarkierung nachgewiesen. Dazu wurden intakte Bakterienzellen mit 
dem primären Antikörper αVT2 inkubiert, der mit GAM-Au markiert wurde. Die Auswertung erfolgte 
elektronenmikroskopisch. Die beiden oberen Abbildungen stellen den Stx2B-AIDAC präsentierenden 
Stamm E. coli Nissle 1917/pDT8 dar, die beiden unteren E. coli Nissle 1917/pMK90, der AIDAC 





Abb. 5.8: Western Blot des Stamms E. coli Nissle 1917/pDT9: Aus Übernachtkulturen gewonnene 
Gesamtzellextrakte wurden mittels SDS-PAA-Gelelektrophorese getrennt, anschließend wurden die 
Proteine mittels Semi Dry Blotting auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Für die Western 
Analysen wurde F227 als erster Antikörper eingesetzt. Die Detektion gebundener Antikörper erfolgte 
indirekt mit dem gekoppelten Zweitantikörper GAM-PO und Substratreagenzien. Die Chemi-
lumineszenz wurde mittels Röntgenfilm dargestellt. Anschließend wurde die Membran mit dem 
Antiserum αfp12 inkubiert. Die gebundenen Erstantikörper wurden duch GAR-AP und entsprechende 
Substratzusätze, die zum Farbniederschlag führen, sichtbar gemacht. Der in Graustufen abgebildete 
Röntgenfilm wurde der in Farbe gezeigten Membran überlagert. Spur 1 zeigt das Gesamtzellextrakt 
von E. coli C600/pSC-N, der das Masern N-Protein exprimiert, Spur 2 BL21/pDT3 (His6-AIDAC), in 
Spur 3 ist das Gesamtzellextrakt von Nissle 1917 aufgetragen, Spur 4 - 5 zeigen C600 und Nissle 
1917, beide Stämme tragen das Plasmid pDT9. 
Während im Gesamtzellextrakt des E. coli K12-Stamms C600/pDT9 das Fusionsprotein N-AIDAC mit 
beiden Antikörpern nachgewiesen werden kann, wird das Protein von Nissle 1917/pDT9 nicht 
produziert. 
 
5.2 Immunologische Arbeiten 
Die orale Immunisierung erfolgte mit den Immunisierungsstämmen E. coli Nissle 
1917/pDT6, Nissle 1917/pDT7 und Nissle 1917/pDT8. Als Kontrolle wurde zusätzlich 
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5.2.1 Bestimmung einer optimierten Immunisierungssuspension 
Auf die intragastrale Immunisierung mit Hilfe einer Magensonde wurde bewußt 
verzichtet, da die Applikation der Lebendvakzine unter möglichst auch zukünftig 
praktikablen Bedingungen vorgenommen werden sollte. Deshalb sollten die Immuni-
sierungssuspensionen den Versuchstieren mit Hilfe einer gelben (d.h. max. 200 µL 
fassenden) Spitze eingeflößt werden. Dafür war es notwendig, die Bakterien in einem 
Puffer zu verabreichen, den die Mäuse auch freiwillig schlucken würden. Darüber 
hinaus sollte der Puffer die Überlebensrate der Bakterien während der Passage durch 
das saure Milieu des Magens möglichst positiv beeinflussen. 
Eine bakterielle Suspension in DPBS wurde in Vorversuchen von den Mäusen 
nicht geschluckt. Wurden diesen Versuchstieren allerdings glucosehaltige Puffer 
eingeflößt, so schluckten sie diese ab einer gewissen Glucosekonzentration freiwillig. 
Auch Carbonatpuffer mit einem pH Wert von 9,6, der das saure Milieu des Magens 
besser abfangen kann als DPBS, konnte - mit Glucose versetzt - den Mäusen ohne 
Schwierigkeiten oral verabreicht werden: Für diesen Versuch wurde ein 50 mM 
Carbonatpuffer pH 9,6 mit Sucrose bis zu einer Zuckerkonzentration von 25 % (w/v) 
und 50 % (w/v) versetzt bzw. mit Glucose auf eine Zuckerkonzentration von 
50 % (w/v) und 83 % (w/v) eingestellt. Ein 25 mM Carbonatpuffer wurde mit 1 % 
Glucose (w/v) supplementiert. Die Zuckerlösungen bis zu einer Konzentration von 
einschließlich 25 % wurden verschmäht, während Zuckerlösungen ab einer 
Konzentration von 50 % von den Mäusen bei oraler Gabe ohne weiteres geschluckt 
wurden.  
Eine Dosis von 100 µL wurde allerdings nicht restlos eingenommen, die Hälfte des 
Volumens bereitete bei der Verabreichung hingegen keine Schwierigkeiten. 
Zweistündiges Fasten der Mäuse vor der oralen Immunisierung beeinflußte ihr 
Trinkverhalten nicht, daher wurde den Versuchstieren während der gesamten 
Versuchsdurchführung Wasser und Futter ad libitum angeboten. Zudem wurde hier-
durch vermieden, daß die Versuchstiere - wie unter Fasten zu beobachten war - den 
sich im Käfig ansammelnden Kot zu sich nahmen. 
Zur Prüfung der Wirkung des Immunisierungspuffers auf die Vitalität der 
Lebendvektoren wurde eine Hauptkultur mit einer 100-fach verdünnten 
Übernachtkultur der Immunisierungsstämme angeimpft und zwei bis vier Stunden bei 
37 °C unter Schütteln inkubiert. Die Zellen wurden geerntet und nach einmaligem 
Waschen mit DPBS in geeigneten Verdünnungsstufen in DPBS, 50 mM Carbonat-
puffer bzw. 83 % (w/v) Glucoselösung in 20,5 mM Carbonatpuffer resuspendiert und 
30 - 45 min bei Raumtemperatur inkubiert, eine Zeitspanne, die auch bei den 
Versuchsabläufen der oralen Immunisierung nicht überschritten wurde. Anschließend 
wurden die Suspensionen auf mit Ampicillin supplementierten Standard I-Nährböden 
ausgestrichen, um die Lebendkeimzahl zu bestimmen. Die Lebendzellzahl bezogen auf 
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1mL Suspension der in DPBS inkubierten Bakterien wurde als 100 % definiert, und 
davon ausgehend wurde die Überlebensrate der in den Carbonatpuffern resuspen-
dierten Zellen bestimmt. In dem 50 mM Carbonatpuffer überlebten durchschnittlich 
55 % der Zellen, in dem mit Glucose versetzten Puffer im Durchschnitt mehrerer 
Ansätze nur noch 25 %. 
Für die orale Immunisierung wurde deshalb ein Carbonatpuffer gewählt, der mit der 
niedrigst möglichen Zuckerkonzentration supplementiert war: Die Lebendvektoren 
wurden für die orale Verabreichung in Glucosepuffer resuspendiert, der aus einer 
50 % (w/v) Glucoselösung in einem 37,5 mM Carbonatpuffer bestand. 
Bei therapeutischem Einsatz des E. coli-Stamms Nissle 1917 wird die Ein-
nahme - in Abhängigkeit vom Krankheitsbild - von bis zu 1,5 · 1011 Keimen täglich 
bei Erwachsenen empfohlen. Die in diesem Zusammenhang durchgeführten Vorver-
suche zeigten, daß eine einmalige Gabe von 1 · 108 Bakterien zu keiner Besiedlung bei 
Mäusen führt. Ähnliche Ergebnisse wurden bei Ratten (Dr. C. Enders, Ardeypharm, 
Witten-Herdecke, persönliche Mitteilung) und Mäusen (S. Oswald, Würzburg, persön-
liche Mitteilung) als Versuchstier erzielt. Daher schien ein Inokulum in Höhe von 
1 · 109 Keimen pro orale Dosis für die Immunisierungsstudie sinnvoll. 
Um der Möglichkeit, daß die Vitalität der Bakterien in der gewählten Suspension um 
im Durchschnitt 75 % reduziert sein könnte, Rechnung zu tragen, wurde die Keimzahl 
pro Dosis verfünffacht. 
5.2.2 Durchführung der Immunisierungsstudie 
Der E. coli-Stamm Nissle 1917 ist kein natürlicher Besiedler der Maus, so daß ein 
Besiedlungserfolg in diesem tierexperimentellen Ansatz nicht vorhersehbar war. Um 
trotz möglicherweise ausbleibender Besiedlung sicherzustellen, daß die Antigene dem 
Immunsystem über einen ausreichend langen Zeitraum präsentiert werden, um eine 
Immunantwort hervorrufen zu können, wurde die orale Immunisierung an neun aufein-
anderfolgenden Tagen und der erste Boost an weiteren drei aufeinanderfolgenden 
Tagen durchgeführt. 
Die Mäuse erhielten pro oraler Gabe 50 µL einer mit 50 % (w/v) Glucose supplemen-
tierten 37,5 mM Carbonatlösung, in der 5 · 109 Keime resuspendiert waren. Die Grup-
pengröße lag in dieser Studie bei sieben Tieren, pro Gruppe wurde eine weitere, achte 
Maus mitgeführt, die ihren Käfig mit immunisierten Mäusen teilte, jedoch keine 
Immunisierungssuspension erhielt. Auf diese Weise konnte anhand der achten 
Sentinelmaus (die als "Wächter" diente) überwacht und geprüft werden, ob und wenn 
ja in welchem Maße eine Übertragung des Immunisierungsstammes auf "naive Mäuse" 





Abb. 5.9: PCR-Diagnostik zur routinemäßigen Überprüfung der Lebendvakzine-Stämme: Die 
Überprüfung der Immunisierungsstämme erfolgte mittels PCR-Nachweis der kryptischen Plasmide 
des E. coli Stammes Nissle 1917 und der Plasmide pDT6 - pDT8; Übernachtkulturen dienten dazu als 
Matrize.  
In A ist das Ergebnis der Nissle 1917 spezifische Multiplex-PCR mit den Primern Muta5 - Muta10 
abgebildet. Die erwarteten Fragmentlängen entsprechen dabei 361 bp für das Primerpaar 
Muta5/Muta6, 427 bp für Muta7/Muta8 und 313 bp für Muta9/Muta10. In Spur 1 ist der PCR-Ansatz 
des Nissle 1917 Wildtypstammes aufgetragen, in Spur 2 der des E. coli K12 Stammes C600. In Spur 
3 - 6 folgen die Ansätze der rekombinanten Nissle 1917 Stämme, die mit dem Plasmid pDT6, pDT7, 
pDT8 bzw. pMK90 transformiert worden waren.  
B und C zeigen die PCR-Ansätze, in denen spezifisch Fragmente aus der Signalsequenz und dem 
Antigen- bzw. Linkerbereich amplifiziert wurden: Als Forward Primer wurde DTP34 eingesetzt, als 
Reverse Primer DTP35 bei Nissle 1917 Wildtypstamm (Spur 1), einer Plasmidpräparation von pDT6 
(Spur 2) und dem Immunisierungsstamm Nissle 1917/pDT6 (Spur 3). In den folgenden drei Spuren 
sind die Ansätze mit dem Reverse Primer DTP37 aufgetragen, in denen Nissle 1917 (Spur 4), eine 
Plasmidpräparation von pDT7 (Spur 5) und Nissle 1917/pDT7 (Spur 6) als Matrize dienten. Diesen 
folgen PCR mit dem Reverse Primer DTP36, mit Nissle 1917 Wildtyp (Spur 7), der Plasmidpräpa-
ration pDT8 (Spur 8) und Nissle 1917/pDT8 (Spur 9). Die erwarteten Fragmentlängen entsprechen 
369 bp mit den Primerpaaren DTP34/DTP35 und DTP34/DTP36 und 366 bp mit dem Primerpaar 
DTP34/DTP37. 
331bp 












































In C ist eine für pMK90 spezifische PCR-Reaktion mit den Primern DTP34 und DTP38 mit Nissle 
1917, einer Plasmidpräparation von pMK90 und Nissle 1917/pMK90 dargestellt (Spur 1 - 3). 
Erwartet wird ein 332bp langes Amplifikat.  
Die gesamten für die Fusionsproteine ohne Signalpeptid codierenden Bereiche konnten mit dem 
Reverse Primer M10 und spezifischen Forward Primern aus den Plasmiden amplifiziert werden. 
In D ist die Amplifikation der spezifischen Fragmente dargestellt: Mit DTP6 als Forward Primer sind 
in Spur 1 - 3 Ansätze mit den Matrizen Nissle 1917, einer Plasmidpräparation von pDT6 und Nissle 
1917/pDT6 dargestellt. Die folgenden PCR-Ansätze wurden mit DTP9 als Forward Primer und den 
Matrizen Nissle 1917 (Spur 4 und 7), den Plasmidpräparationen pDT7 und pDT8 (Spur 5 und 8) und 
den Immunisierungsstämmen Nissle 1917/pDT7 und Nissle 1917/pDT8 (Spur 6 und 9) durchgeführt. 
Es wird jeweils eine Fragmentlänge von ca. 1630bp erwartet. 
In E ist die für pMK90 spezifische Amplifikation mit dem Forward Primer DTP1 dargestellt, die mit 
den Matrizen Nissle 1917, einer Plasmidpräparation von pMK90 und Nissle 1917/pMK90 (Spur 1 - 3) 
durchgeführt wurde, wobei ein Fragment mit 1454 bp erwartet wird. 
 
 
Die Arbeitsschritte zur Erstellung der Immunisierungssuspensionen wurden 
zügig durchgeführt und erfolgten nach Möglichkeit - ebenso wie die Lagerung - auf 
Eis bzw. bei 4 °C. Die orale Vakzinierung wurde der Bereitung der Suspensionen 
unverzüglich angeschlossen. Nach Beendigung der Immunisierung wurde stichproben-
artig an fünf der insgesamt zwölf Immunisierungstage eine Lebendzellzahlbestimmung 
der Immunisierungssuspensionen durchgeführt. Die Ergebnisse der Zellzahlbestim-
mung Bestimmungen schwankten um den erwarteten Wert: Eine Zellzahl von 1 · 1011 
Keimen je Milliliter Suspension - die 5 · 109 Keimen je 50 µL entspricht - als 100 % 
setzend, lag die Überlebensrate von E. coli Nissle 1917/pDT6 bei 25 % (s=12 %), E. 
coli Nissle 1917/pDT8 bei 29 % (s=12 %), von E. coli Nissle 1917/pDT7 bei 10 % 
(s=3 %) und bei E. coli Nissle 1917/pMK90 bei 43 % (s=17 %). Die Immunisierungs-
stämme wurden regelmäßig mit Hilfe der PCR überprüft (Abb. 5.9). 
Die Immunisierung wurde nach dem in der folgenden Tabelle aufgeführten Schema 
durchgeführt. Zur Bestimmung der Immunantwort wurden von jedem Tier sowohl 
Präimmunproben von Kot und Blutserum als auch Postimmunproben nach der 







-6 # 01 - 32 Ankunft der Versuchstiere: weibliche Balb/c-Mäuse, 8  - 11 Wochen alt  




3. Blutabnahme Präimmunserum 
0 # 13 - 32 1. Gewichtsbestimmung 
2. Ohrmarkierung 
3. Blutabnahme Präimmunserum 
1 # 01 - 07 
# 09 - 15 
# 17 - 23 
# 25 - 31 
 
nur 1. & 2. bei: 
# 08,16,24,32 
1. Stuhlprobensammlung für: 
1) Vereinzelungsausstrich auf MacConkey/Ampicillin-Nährböden: 1-2 
Kotballen 
2) PCR-Nachweis des E. coli Stamms Nissle 1917 und des rekombinanten 
Plasmids: 10 Kotballen 
3) spezifischen Antikörpernachweis: > 30 Kotballen 
2. Aufbereitung des Serums vom Vortag 
3. Immunisierung mit 5 · 109 Bakterienzellen in 50 µL Glucosepuffer: 
• #01-07: Nissle 1917/pDT6 
• #09-15: Nissle 1917/pDT8 
• #17-23: Nissle 1917/pDT7 
• #25-31: Nissle 1917/pMK90 
2 # 01 - 07 
# 09 - 15 
# 17 - 23 
# 25 - 31 
Immunisierung mit 5 · 109 Bakterienzellen in 50 µL Glucosepuffer 
3 # 01 - 07 
# 09 - 15 
# 17 - 23 
# 25 - 31 
Immunisierung mit 5 · 109 Bakterienzellen in 50 µL Glucosepuffer 
 
4 # 01 - 07 
# 09 - 15 
# 17 - 23 
# 25 - 31 
Immunisierung mit 5 · 109 Bakterienzellen in 50 µL Glucosepuffer 
 
5 # 01 - 07 
# 09 - 15 
# 17 - 23 
# 25 - 31 
Immunisierung mit 5 · 109 Bakterienzellen in 50 µL Glucosepuffer 
 
6 # 01 - 07 
# 09 - 15 
# 17 - 23 
# 25 - 31 
Immunisierung mit 5 · 109 Bakterienzellen in 50 µL Glucosepuffer 
 
7 # 01 - 07 
# 09 - 15 
# 17 - 23 
# 25 - 31 
Immunisierung mit 5 · 109 Bakterienzellen in 50 µL Glucosepuffer 
 
8 # 01 - 07 
# 09 - 15 
# 17 - 23 
# 25 - 31 
Immunisierung mit 5 · 109 Bakterienzellen in 50 µL Glucosepuffer 
 
9 # 01 - 07 
# 09 - 15 
# 17 - 23 
# 25 - 31 




10 # 01 - 32 1. Stuhlprobensammlung für  
1) Vereinzelungsausstrich auf MacConkey/Ampicillin-Nährböden: 1-2 
Kotballen 
2) PCR-Nachweis des E. coli Stamms Nissle 1917 und des rekombinanten 
Plasmids: 10 Kotballen 
16 # 01 - 32 1. Stuhlprobensammlung für  
1) Vereinzelungsausstrich auf MacConkey/Ampicillin-Nährböden: 1-2 
Kotballen 
2) PCR-Nachweis des E. coli Stamms Nissle 1917 und des rekombinanten 
Plasmids: 10 Kotballen 
17 # 01 - 32 1. Stuhlprobensammlung für  
spezifischen Antikörpernachweis: > 30 Kotballen 
18 # 01 - 32 
 
1. Gewichtsbestimmung 
2. Blutabnahme  
19 # 01 - 32 1. Aufbereitung des Serums vom Vortag 
28 # 01 - 07 
# 09 - 15 
# 17 - 23 
# 25 - 31 
nur 1. & 2. bei: 
# 08,16,24,32 
1. Stuhlprobensammlung für  
1) Vereinzelungsausstrich auf MacConkey/Ampicillin-Nährböden: 1-2 
Kotballen 
2) PCR-Nachweis des E. coli Stamms Nissle 1917 und des rekombinanten 
Plasmids: 10 Kotballen 
2. Immunisierung mit 5 · 109 Bakterienzellen in 50 µL Glucosepuffer 
29 # 01 - 07 
# 09 - 15 
# 17 - 23 
# 25 - 31 
Immunisierung mit 5 · 109 Bakterienzellen in 50 µL Glucosepuffer 
 
30 # 01 - 07 
# 09 - 15 
# 17 - 23 
# 25 - 31 
Immunisierung mit 5 · 109 Bakterienzellen in 50 µL Glucosepuffer 
 
31 # 01 - 32 Stuhlprobensammlung für  
1) Vereinzelungsausstrich auf MacConkey/Ampicillin-Nährböden: 1-2 
Kotballen 
2) PCR-Nachweis des E. coli Stamms Nissle 1917 und des rekombinanten 
Plasmids: 10 Kotballen 
37 # 01 - 32 Stuhlprobensammlung für  
1) Vereinzelungsausstrich auf MacConkey/Ampicillin-Nährböden: 1-2 
Kotballen 
2) PCR-Nachweis des E. coli Stamms Nissle 1917 und des rekombinanten 
Plasmids: 10 Kotballen 
38 # 01 - 32 1. Stuhlprobensammlung für  spezifischen Antikörpernachweis: > 30 
Kotballen 
39 # 01 - 32 
 
1. Gewichtsbestimmung 
2. Blutabnahme  
40 # 01 - 32 1. Aufarbeitung des Serum vom Vortag 
5.3 Überprüfung des Besiedlungserfolgs 
5.3.1 Etablierung von Anreicherungskulturen und PCR-Diagnostik 
Neben den Proben zur Bestimmung der Immunantwort wurden Kotproben gesammelt, 
um den Verlauf der Kolonisierung der Mäuse mit den Immunisierungsstämmen zu 
verfolgen. Neben der Präimmunprobe wurden sowohl unmittelbar am Tag nach der 
letzten oralen Immunisierungsdosis bzw. nach der letzten Boostergabe und am Tag vor 
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der Boostervakzinierung Kotproben gesammelt. Darüber hinaus wurden die Proben für 
die Besiedlungsbestimmung zeitgleich mit den Proben genommen, die zur Unter-
suchung der spezifischen Immunantwort herangezogen wurden. 
Der Verlauf der Besiedlung der Versuchstiere im Zuge der Immunisierung mit 
den Antigen-präsentierenden E. coli Nissle 1917 Stämmen wurde durch die Unter-
suchung des Kots verfolgt: Zum einen wurden die Kotproben für Anreicherungs-
kulturen verwendet. Hierzu wurden 1 - 2 Kotballen in 3 mL ampicillinhaltige 
MacConkey-Bouillon überführt, mit einem Holzstab grob zerstoßen und über Nacht 
bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Aus dieser Anreicherung wurden am folgenden 
Tag 50 µL Suspension auf mit Ampicillin supplementierten MacConkey-Nährböden 
ausgestrichen. Dies war notwendig, da kein eindeutiger für Enterobacteriaceaen 
charakteristischer Farbumschlag aufgrund der Eintrübung der Bouillon durch 
Kotbestandteile zu erkennen war. 
Neben dieser Anreicherungstechnik wurde eine PCR-Diagnostik zum Nachweis 
der Immunisierungsstämme in Kotproben etabliert. Hierzu wurden die Proben mit 
flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -70 °C bis zur Weiterbehandlung gelagert. 
Das Gewicht des Kots wurde bestimmt, und 120 mg des Kots wurden in 250 µL aqua 
bid. aufgeweicht. Lag das Gewicht zwischen 120 mg und 180 mg mußten 300 µL 
aqua bid. eingesetzt werden. Anschließend wurde das Qiaprep Spin Miniprep Kit zur 
Isolation von Plasmiden verwendet. 250 µL des Resuspensionspuffers wurden zur 
Probe hinzugefügt und die Probe durch Zerstoßen mit einem Holzstab und gründliches 
Durchmischen homogenisiert. Nach einer fünfminütigen Inkubation des Homogenisats 
in einem auf 100 °C temperierten Wasserbad wurde es zur Abkühlung kurz auf Eis 
gelagert, anschließend mit 250 µL Lysispuffer versetzt und vorsichtig geschwenkt. Die 
Neutralisation des Lysispuffers erfolgte nach einer Inkubationszeit von fünf Minuten 
mit 350 µL Neutralisationspuffer. Die festen Bestandteile wurden durch zehn-
minütiges Zentrifugieren bei 4 °C und 10.000 · g sedimentiert und der Überstand auf 
eine Qiaprep Säule aufgetragen. Nach den vorgegebenen Waschschritten mit Bin-
dungspuffer und ethanolhaltigem Waschpuffer wurde die Säule mit 30 µL 10 mM 
Tris/HCl-Puffer pH 8,0 beschickt, eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert und 
anschließend durch kurzes Zentrifugieren eluiert. Für anschließende PCR-Ansätze in 
einem Endvolumen von 25 µL wurden 1 - 2 µL des Eluats als Matrize verwendet.  
Zum einen sollten die für die Antigen-AIDAC-Fusionen kodierenden Plasmide 
nachgewiesen werden. Dies erfolgte durch den Einsatz spezifischer Primer: Der 
Primer DTP34, der in der Signalsequenz von aidA bindet, wurde als Forward Primer 
mit den vier Reverse Primern DTP35, DTP36, DTP37 und DTP38 kombiniert, die 
entsprechend nur in der Sequenz von stx1b, stx2b, stx2eb und der Linkersequenz von 
pMK90 binden (s. 3.2.1.5). Die hohe Hybridisierungstemperatur von 61 °C sollte 
daher gewährleisten, daß unspezifische Nebenreaktionen minimiert werden. 
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Zum anderen sollten die gleichen Präparationen genutzt werden, um den 
Lebendvektorstamm E. coli Nissle 1917 mit Hilfe einer von BLUM-OEHLER beschrie-
benen PCR-Diagnostik nachzuweisen (BLUM-OEHLER et al. 2003): Für den spezifi-
schen Nachweis des E. coli-Stammes Nissle 1917 wurde eine Multiplex PCR etabliert, 
die sowohl zwei chromosomale Regionen amplifiziert als auch drei Regionen, die auf 
den in diesem Stamm vorkommenden kryptischen Plasmiden pMUT1 und pMUT2 
kodiert sind. Kreuzreaktionen waren im Fall der chromosal bindenden Primer mit E. 
coli-Isolaten unterschiedlicher Herkunft, im Fall der extrachromosomal bindenden 
Primer sowohl mit E. coli-Isolaten als auch mit zwei untersuchten Plesiomonas 
shigelloides-Stämmen und einem Citrobacter rodentium-Stamm beschrieben worden. 
Kreuzreaktionen mit E. coli K12-Stämmen traten dagegen mit keinem der Primerpaare 
auf. 
Durch den Vergleich der Ergebnisse der oben beschriebenen PCR-
Untersuchungen ließe sich möglicherweise eine Aussage über die relative Stabilität der 
transformierten Plasmide in dem E. coli-Stamm Nissle 1917 unter in vivo Bedingun-
gen treffen. Die für den Nachweis des E. coli Nissle 1917 konzipierte und in der 
Literatur vorgeschlagene spezifische PCR-Diagnostik erwies sich jedoch für diese 
Zwecke als unzuverlässig, da unter den hier vorliegenden Bedingungen Kreuz-
reaktionen mit anderen, im Tierstall und auch unter den Immunisierungsgruppen 
nachgewiesenen Bakterien auftraten, so daß ein positiv ausfallendes PCR-Ergebnis 
nicht eindeutig dem Auftreten des E. coli-Stammes Nissle 1917 zuzuordnen war. Auf 
den Nachweis des E. coli-Stammes Nissle 1917 mit Hilfe der PCR-Diagnostik wurde 
daher verzichtet. 
5.3.2 Ergebnisse des Anreicherungsverfahrens und der PCR-Diagnostik 
Im Anreicherungstest zeigte sich, daß alle Mäuse den gleichen Präimmunstatus 
aufwiesen, da bei keinem Versuchstier Keime auf mit Ampicillin supplementierten 
MacConkey-Nährböden aus den Kotproben angezogen werden konnten (Abb. 5.10). 
Am auf die letzte Immunisierung folgenden Tag (Tag 10) lag der Besiedlungserfolg 
bei den Versuchstiergruppen, die mit den E. coli-Stämmen Nissle 1917/pDT6 
(Stx2eB-Gruppe) und Nissle 1917/pMK90 (AIDAC-Gruppe) immunisiert worden 
waren, mit allen sieben Tieren (7/7) am höchsten. In der mit E. coli Nissle 1917/pDT7 
immunisierten Gruppe (Stx2eB-Gruppe) konnte aus dem Kot von sechs Mäusen (6/7) 
eine Anreicherung auf ampicillinhaltigem MacConkey-Nährboden erfolgen. Das 
niedrigste Anreicherungsergebnis zeigte die mit E. coli Nissle 1917/pDT8 behandelte 
Versuchstiergruppe (Stx2B-Gruppe), bei der bei fünf Mäusen (5/7) die Kotanreiche-
rung erfolgreich war. Neun Tage nach der letzten Immunisierungsdosis (Tag 18) war 
es in der Kontrollgruppe möglich, aus den Kotproben von fünf Mäusen (5/7) eine 
Anreicherung auf ampicillinhaltigen MacConkey-Nährböden vorzunehmen. Bei der 
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Stx1B-Gruppe ließ sich aus der Kotprobe von einer Maus, bei der Stx2eB-Gruppe aus 
zwei Kotproben (2/7) und bei der Stx2B-Gruppe aus keiner Probe (0/7) eine 
Anreicherung erzielen. Weitere zehn Tage später hatte der Anreicherungserfolg 
weiterhin abgenommen: Wieder war die Kontrollgruppe mit vier (4/7) in der 
Anreicherung positiven Proben die mit dem besten Ergebnis, in allen weiteren 
Gruppen war die Anzucht negativ (0/7), mit Ausnahme der Stx2eB-Gruppe, bei der 
sich aus einer Kotprobe eine Anreicherung erzielen ließ (1/7). Am Tag nach der 
dreitägigen Booster-Immunisierung war die Anzucht aus den Kotproben aller 
Versuchtiere erfolgreich (7/7), weitere sechs Tage später fielen alle Anreicherungen 
negativ aus (0/7), als Ausnahme ist die Kontrollgruppe aufzuführen, bei der die 
Anzucht aus vier Proben (4/7) erfolgreich war.  
Mit Ausnahme der Sentinelmaus der Gruppe Stx2eB, aus deren Kotprobe sich 
am Tag nach der Booster-Vakzinierung eine Anreicherung erfolgreich durchführen 
ließ, waren alle Proben der Sentinelmäuse zu allen fünf untersuchten Zeitpunkten 
hinsichtlich der Anreicherung negativ. 
In der PCR-Diagnostik zum Nachweis der Plasmide pDT6 - pDT8 fielen - wie 
im Anreicherungsverfahren auch - alle Präimmunproben negativ aus (Abb. 5.10 und 
s. 8.2). Nach der Immunisierung ließen sich in allen Proben (7/7) der sieben 
immunisierten Tiere der jeweiligen Gruppen die Plasmide nachweisen, mit Ausnahme 
der Stx1B-Gruppe, bei der sich aus nur fünf der sieben Kotproben (5/7) ein Fragment 
in erwarteter Größe amplifizieren ließ. Am Tag 18 zeigten eine Probe in der Stx1B-
Gruppe (1/7) und drei Proben in der AIDAC-Gruppe (3/7) ein positives Ergebnis, alle 
übrigen Proben waren negativ (0/7). Das gleiche Ergebnis lieferten Proben, die weitere 
zehn Tage später am Tag vor der Booster-Vakzinierung genommen worden waren. 
Direkt im Anschluß an den Boost waren alle Proben positiv (7/7). Zehn Tage später 
allerdings war nur noch aus zwei Proben der Stx2eB-Gruppe (2/7) und in 3 Kotproben 
der Kontrollgruppe (3/7) das spezifische PCR-Fragment amplifizierbar. Wie auch bei 
der Anreicherungsdiagnostik, fielen alle Proben der Sentinelmäuse mit Ausnahme der 
oben erwähnten zu allen untersuchten Zeitpunkten negativ aus. 
Die Anreicherungskulturen und PCR-Diagnostik der Kotproben lieferten annähernd 
gleiche Ergebnisse, wobei die Anreicherung in insgesamt acht von 192, also in 4,2 % 
der Fälle ein positives Ergebnis bei Proben lieferte, die in der PCR als negativ 
anzusehen waren. In 2,1 % der Fälle, also in vier von den 192 untersuchten Proben, 
fiel die PCR-Diagnostik positiv aus, obwohl keine Anreicherung aus denselben 




































































































Abb. 5.10: Ergebnis der Überprüfung des Besiedlungserfolgs mit Hilfe der Kotanreicherungs-
kulturen und der für die Immunisierungsplasmide spezifischen PCR: Die Besiedlung der immuni-
sierten Mäuse und der vier Sentinelmäuse wurde mittels Anreicherung aus frischem Kot auf mit 
Ampicillin supplementiertem MacConkey-Nährboden und mittels PCR-Diagnostik mit Kotproben 
überprüft. In der PCR wurden dabei die Immunisierungsplasmide pDT6, pDT7 bzw. pDT8 
nachgwiesen. Pro Probennahme ist die Summe der Mäuse angegeben, bei denen ein positives 
Versuchsergebnis erzielt wurde. Die Versuchstiere sind gruppenweise zusammengefasst, wobei die 
Sentinelmäuse als separate Gruppe aufgeführt werden. A stellt die Ergebnisse der Kotanreicherung 
dar, B die der PCR-Diagnostik. 
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5.4 Analyse der Immunantworten 
Die Immunantwort der Versuchstiere auf die Vakzinierung mit den, unterschiedliche 
Antigene präsentierenden E. coli-Stämmen Nissle 1917/pDT6, Nissle 1917/pDT7 und 
Nissle 1917/pDT8, sollte durch die Detektion spezifischer Antikörper gegen die 
jeweiligen Antigene erfolgen. Zur Bestimmung der systemischen Antikörperantwort 
wurden Blutproben genommen. Die mukosale Immunantwort sollte durch den 
Nachweis spezifischer sekretorischer Immunglobuline der Klasse A in Kotproben 
erfolgen. Um den Verlauf der Immunantwort in Abhängigkeit von der Vakzinierung 
verfolgen zu können, wurden Präimmunproben, Proben an den Tagen 17 und 18, also 
acht bzw. neun Tage nach der Immunisierung, und Proben an den Tagen 38 und 39, d. 
h. weitere acht bzw. neun Tage nach der Booster-Vakzinierung, genommen. 
5.4.1 Etablierung und Durchführung der ELISA 
Die Menge spezifisch gegen Stx-Antigene gerichteter Antikörper sollte mit Hilfe der 
Endpunkttitration im ELISA in relativen Einheiten bestimmt werden. Die ELISA-
Platten mußten hierzu mit den jeweiligen Antigenen beschichtet werden. Die StxB-
Einheiten sind mit 7 kDa - 8 kDa Proteine von sehr geringem Molekulargewicht und 
lassen sich daher bei einigen Manipulationen nur schwierig handhaben, z. B. während 
der Reinigung. Auch sind sie ungeeignet für die Beschichtung von ELISA-Platten, da 
sie aufgrund ihrer geringen Größe mit großer Wahrscheinlichkeit in linearer Form auf 
der Platte vorliegen würden. Unter diesen Umständen würden gegen konformationelle 
Epitope gerichtete Antikörper in den ELISA nicht nachgewiesen werden können. 
Daher war es für die Beschichtung notwendig, die Monomere der B-Untereinheit der 
Stx-Proteine mit relativ großen Fusionspartnern zu versehen, um die Reinigung des 
Proteins im notwendigen Maßstab und die Beschichtung der Platten mit StxB-Peptiden 
möglichst nativer Konformation zu gewährleisten. 
5.4.1.1 Klonierung und Reinigung der Antigene zur Beschichtung der ELISA-
Platten 
Die Immunisierung erfolgte mit einem E. coli-Stamm, der - ebenso wie das von ihm 
präsentierte Antigen - die Produktion spezifischer, gegen E. coli gerichteter Antikörper 
hervorrufen könnte. Um zu vermeiden, daß mit dem Fusionsanteil Antikörper aus den 
Proben eingefangen werden, die nicht gegen das betrachtete Antigen, also gegen die 
StxB-Untereinheiten, gerichtet sind, sollte der Fusionspartner nach Möglichkeit kein in 
E. coli-Bakterien vorkommendes Protein darstellen. Gleichzeitig sollte der Fusions-
partner Möglichkeiten eröffnen, das Fusionsprotein mit Hilfe geeigneter Methoden zu 
isolieren.  
Als bewährter Fusionspartner bot sich die Glutathin-S-Transferase (GST) an, 
für die auch entsprechende Reagentien zur Verfügung stehen. Dazu wurden die für 
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GST-Fusionen kodierenden Vektoren pAM2, pFG4 und pSF2 in E. coli-Expressions-
stämme eingebracht. Das Glutathion-S-Transferase-Gen, welches in diesen Kon-
strukten mit den stxB-Genen fusioniert ist, wurde aus dem Parasiten Schistosoma 
japonicum isoliert, so daß auch in diesem Fall keine Reaktion von gegen E. coli-
Proteine gerichteten Antikörpern mit der GST zu erwarten war.  
Die Induktion der Genexpression führte zur Synthese ausreichender Mengen der 
Fusionsproteine. In Western Blot Analysen konnte aber leider ein hoher Grad an 
Degradation festgestellt werden (Abb. 5.11). Eine inhomogene Population an 
Proteinen, die sich in unterschiedlichen Stadien des Abbaus befinden, eignet sich nicht 
zur Beschichtung von ELISA-Platten, da keine Standardisierung der Beschichtung 
möglich wäre. Daher mußte auf die Verwendung der GST-Fusionen zur Beschichtung 




Abb. 5.11: Western Blot zur Analyse der GST-Stx-Expressionsstämme: Gesamtzellextrakte der E. 
coli-Stämme BL21/pAM2 (Spur 1 und 2), BL21/pSF2 (Spur 3 und 4) und BL21/pFG4 (Spur 5 und 
6), die für die Fusionen GST-Stx1B, GST-Stx2eB und GST-Stx2B codieren, wurden aus Kulturen vor 
(Spur 1, 3, 6) und nach der Induktion mit IPTG (Spur 2, 4, 6) hergestellt und in SDS-PAA-Gelen 
getrennt. Nach dem Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran wurde αGST als erster und 
RAG-AP als zweiter Antikörper eingesetzt. Durch Zusatz der entsprechenden Substrate konnten die 
mit Antikörpern markierten Banden sichtbar gemacht werden. Ein unerwartet hoher Anteil an 
Abbaubanden läßt sich erkennen. Spur 7 zeigt die Reaktion auf unfusioniertes GST. 
 
 
Viele Tags, die die Reinigung der StxB-Untereinheiten erleichtern würden, 
konnten aufgrund des meist zu geringen Molekulargewichts hier nicht verwendet 
werden. 
Daher wurde in den weiteren Versuchen die Replikase des Bakteriophagen MS2 als 
Fusionspartner gewählt. An das 3`Ende des für die MS2-Replikase kodierenden Gens 
wurde eine für einen His6-Tag kodierende Sequenz ligiert, auf die die stxb-Gene 
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Sequenzierungen überprüft und die Expressionsvektoren in geeignete E. coli-Expres-
sionsstämme eingebracht. Um die Expression der Genkonstrukte zu induzieren, wur-
den verschiedene E. coli-Stämme und unterschiedliche Anzuchtbedingungen gewählt, 
allerdings wurde unter den gewählten Bedingungen keine Induktion erzielt. 
Die Ursache für die ungenügende Expression der MS2-Fusionsproteine ist nicht 
bekannt. Die C-terminalen Fusionen der StxB-Untereinheiten mit der MS2-Replikase 
konnten daher nicht verwendet werden, um Proteine in ausreichender Menge zur 
Beschichtung der ELISA-Platten zu reinigen. 
Als Fusionspartner bot sich nun das maltose binding protein (MBP) an, welches 
von dem aus E. coli isolierten malE-Gen kodiert wird und natürlicherweise als peri-
plasmatisches Protein vorkommt. Durch die C-terminale Fusion der StxB-Unter-
einheiten mit MBP würden Proteine mit einem für die Beschichtung der ELISA-
Platten geeignetem Molekulargewicht entstehen. Zudem ließen sich die Fusionspro-




Abb. 5.12: Restriktionskarte der Plasmide pDT10, pVH1 und pDG1: stx1b und stx2b wurden über 
die Restriktionsschnittstellen BamHI und XbaI in den Vektor pMal-c2 inseriert. Die Plasmide wurden 
als pDT10 (malE-stx1b) und pVH1 (malE-stx2b) bezeichnet. Für die Klonierung von stx2eB wurden 




Die für stx1b, stx2b und stx2eb kodierenden Bereiche aus den Plasmiden pAM2, pFG4 
und pSF2 wurden mit den Primerpaaren DTP16/DTP17, DTP18/DTP25 und 
DTP21/DTP22 amplifiziert. Die durch die Amplifikation von stx1b bzw. stx2b entstan-
denen PCR-Fragmente wurden mit BamHI und XbaI geschnitten und in den mit den 
gleichen Restriktionsenzymen linearisierten Vektor pMal-c2 inseriert. Das für stx2eB 
kodierende PCR-Amplifikat wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI 
behandelt und anschließend mit dem oben genannten Vektor ligiert, der in diesem Fall 
ebenfalls mit EcoRI und BamHI inkubiert worden war. Die Insertion der stxb-Gene 
führt zur Unterbrechung des Leserasters im Vektor pMal-c2, so daß anstelle des vom 
Plasmid ursprünglich kodierten MBP-LacZα Fusionsproteins, MBP-StxB-Fusionen 
kodiert werden: pDT10 kodiert für MBP-Stx1B, pVH1 für MBP-Stx2B und pDG1 für 
MBP-Stx2eB (Abb. 5.12). Die Plasmide wurden in Restriktionsanalysen und mit Hilfe 
der Sequenzierung überprüft. Anschließend wurden sie in den Expressionsstamm E. 
coli BL21 transformiert. In Vorversuchen zeigte sich, daß die Induktion der 
transformierten Stämme zur Synthese von MBP-Stx-Fusionsproteinen in ausreichen-




Abb. 5.13: Coomassie-gefärbtes SDS-PAA-Gel zur Analyse der Induktion der MBP-Stx-Expres-
sionsstämme: Die Induktion der BL21-Stämme, die mit den Plasmiden pMal-c2, pDT10, pVH1 bzw. 
pDG1 transformiert waren, wurde überprüft, indem Gesamtzellextrakte von Kulturen vor und nach der 
Induktion mit IPTG gewonnen wurden. Die Proben wurden mittels Elektrophorese in SDS-PAA-
Gelen getrennt und durch Coomassie-Färbung sichtbar gemacht. 
Spuren 1, 3, 5 und 7 zeigen die nicht induzierten Extrakte von BL21/pMal-c2 (Spur 1), welches eine 
MBP-LacZα Fusion exprimiert, BL21/pDT10 (Spur3), BL21/pVH1 (Spur 5) und BL21/pDG1 
(Spur7), die für MBP-Stx1B, MBP-Stx2B bzw. MBP-Stx2eB codieren. In Spur 2, 4, 6 und 8 sind die 
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Die mit pDT10, pVH1 und pDG1 transformierten E. coli BL21-Stämme wurden zur 
Isolation von Fusionsproteinen für die Beschichtung von ELISA-Platten genutzt. 
Aus 500 mL Kultur konnten insgesamt 12,48 mg MBP-Stx2eB, aus je 1L Kultur 
72,6 mg MBP-Stx1B bzw. 43,5 mg MBP-Stx2B isoliert werden. Die Konzentration 
der Proteine lag im Fall von MBP-Stx1B bei 3,3 mg/mL, bei MBP-Stx2B bei 
2,9 mg/mL und im Falle von MBP-Stx2eB bei 0,624 mg/mL Eluat. Die Proteinproben 
wurden in SDS-PAA-Gelen getrennt, um den durch die Affinitätschromatographie 
erzielten Reinheitserfolg zu überprüfen (Abb. 5.14). Nach Färbung des Gels mit 
Coomassie Brilliant Blue R-250 wurde der Reinigungsgrad auf mind. 95 % geschätzt. 
Die Proteinlösungen wurden in Reaktionsgefäße in geeigneten Volumina abgefüllt, in 
flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -70 °C gelagert. Nach Bedarf wurden kleinere 
Volumina aufgetaut und für den häufigen Gebrauch bei 4 °C gelagert. In regelmäßigen 
Abständen wurde überprüft, ob Proteindegradation in den bei 4 °C gelagerten 




Abb. 5.14: Coomassie-gefärbtes SDS-PAA-Gel zur Überprüfung der Reinigung der MBP-Stx-
Fusionsproteine: Zur Überpüfung des Reinigungserfolgs wurden nach Bradford-Bestimmung je 2 µg 
der für die Beschichtung der ELISA-Platten eingesetzten Proteinproben MBP-Stx1B (Spur 2) MBP-
Stx2B (Spur 3) und MBP-Stx2eB (Spur 4) mittels Elektrophorese in SDS-PAA-Gelen getrennt und 
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5.4.1.2 Bestimmung der optimalen Proteinkonzentration zur Beschichtung der 
ELISA-Platten 
Mit den Fusionsproteinen wurden Experimente durchgeführt, um die optimale Be-
schichtungskonzentration der Proteine und den besten Puffer für die Beschichtungs-
reaktion ausfindig zu machen. Auf ihre Eignung als Beschichtungspuffer hin überprüft 
wurden ein 50 mM Natriumacetatpuffer pH 5,0, der im sauren Bereich puffert, ein 
50 mM Carbonatpuffer pH 9,6, DPBS als neutraler Puffer und PBS-Lite als Niedrig-
salzpuffer. Die Konzentration der Beschichtungsproteine wurde im Bereich von 
0,25 µg/mL bis 4 µg/mL in der Beschichtungslösung variiert. Mit allen Fusions-
proteinen wurde das beste Beschichtungsergebnis bei einer Konzentration des Proteins 
von 1 µg/mL in DPBS erzielt. 
5.4.1.3 Vorbereitung der Proben 
Da MBP ein E. coli Protein darstellt und darüber hinaus der Reinheitsgrad der 
Fusionsproteine < 100 % war, mußte ausgeschlossen werden, daß die durch die 
Immunisierung mit dem E. coli-Stamm Nissle 1917 möglicherweise hervorgerufene 
Antikörperantwort gegen E. coli-Proteine die ELISA-Ergebnisse beeinflussen könnte, 
die ausschließlich die spezifische Antikörperantwort auf die StxB-Antigene darstellen 
sollten. 
Der Versuch, den Reinheitsgrad der Beschichtungsproteine durch ein weiteres Trenn-
verfahren über Ionenaustauschchromatographie an DEAE-Sepharose zu erhöhen, 
führte zu einer 20-fachen Verdünnung der Lösungen. Es ließ sich keine eindeutige 
Aussage darüber treffen, ob das chromatographische Trennverfahren erfolgreich war 
oder ob die Verunreinigungen aufgrund der hohen Verdünnung in SDS-PAA-Gelen 
durch eine Coomassiefärbung nicht mehr sichtbar gemacht werden konnten. Es schien 
daher nicht sinnvoll, die Beschichtungsproteine einem weiteren Reinigungsverfahren 
zu unterziehen. 
Eine weitere Möglichkeit, ungewünschte Reaktionen zu vermeiden, bestand 
darin, die Antikörper-enthaltenden Proben mit Proteinen aus E. coli zu inkubieren und 
so die E. coli-spezifischen Antikörper abzufangen, so daß aufgrund der Antikörper-
neutralisation keine Bindungsreaktion mit den Beschichtungsproteinen im ELISA 
mehr auftreten würde. Zur effektiven Präadsorption müßten E. coli-Proteine im 
Überschuß eingesetzt werden, was unter Umständen wiederum das gegen Störfaktoren 
empfindliche ELISA-Verfahren beeinflussen könnte. Es bot sich daher an, eine Metho-
de zu wählen, die nach Präadsorption der Proben, eine Entfernung der E. coli-Proteine 
- mitsamt der gebundenen Antikörper - zuließe. Eine kovalente Bindung der zur 
Präadsorption eingesetzten Proteine an eine inerte partikuläre Matrix, die sich mit den 
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Proben mischen und durch Sedimentation wieder mühelos entfernen läßt, würde diese 
Voraussetzungen erfüllen. 
Kopplung löslicher E. coli-Proteine für die Präadsorption 
In Vorversuchen wurde die Präadsorptionswirkung von E. coli Zelllysaten aus den 
Stämmen BL21/pMal-c2 und Nissle 1917 überprüft, die durch Ultraschallbehandlung 
erzeugt worden waren. Durch die Inkubation von Serumproben mit Lysaten aus 
BL21/pMal-c2 wurde die Reaktion der Serumantikörper mit den Beschichtungspro-
teinen in ELISA-Experimenten abgeschwächt. Der Einsatz von Lysaten aus Nissle 
1917 zeigte einen kaum meßbaren Effekt, während die Kombination beider Lysate 
eine leicht verbesserte Wirkung in der Präadsorption zeigte im Vergleich zum Einsatz 
des Lysats aus BL21/pMal-c2 allein. 
Die Präadsorption zur Eliminierung unspezifischer Antikörper aus den in dieser 
Auswertung anfallenden Proben sollte möglichst mit Zelllysaten erfolgen, die zuvor an 
eine Matrix gekoppelt wurden. Zur Gewinnung für die Kopplungsreaktion aus-
reichender Lysatmengen wurde je ein Liter Standard I-Bouillon mit einer 100-fachen 
Verdünnung von Übernachtkulturen inokuliert. Die Bouillon enthielt für die Anzucht 
von E. coli Nissle 1917 keine Zusätze, die E. coli BL21/pMal-c2 Kultur wurde mit 
Ampicillin und 0,2 % (w/v) Glucose supplementiert. 
Die Kulturen wurden 2,5 Stunden bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Zu diesem 
Zeitpunkt hatten sie eine OD600nm von 0,4 - 0,5 erreicht. Zur Induktion wurde die 
BL21/pMal-c2 Kultur mit 0,3 mM IPTG versetzt. 
Nach weiteren 3 Stunden Inkubation bei 37 °C unter Schütteln wurden die Zellen 
durch 20-minütige Zentrifugation bei 4000 · g in auf 4 °C gekühlten Rotoren geerntet. 
Nach einmaligem Waschen der Bakterien mit DPBS wurden sie in DPBS resuspen-
diert. Pro Gramm Zellfeuchtmasse wurden 10 mL DPBS eingesetzt. Anschließend 
wurden die Suspensionen mindestens 16 Stunden bei -20 °C gelagert. Die Zellen 
wurden durch Behandlung mit einem Ultraschallstab aufgeschlossen und die löslichen 
Proteine durch 30-minütige Zentrifugation bei 9.000 · g und 4 °C von den Zelltrüm-
mern getrennt. Der Überstand wurde nochmals mindestens 16 Stunden bei  
-20 °C inkubiert. Nun folgte eine weitere zehnminütige Behandlung bei 4 °C im 
Ultraschallbad. Noch vorhandene Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation sedi-
mentiert, der Überstand großzügig abgenommen und zur Konservierung mit 0,02 % 
(w/v) Thimerosal versetzt. Je 100 µL der Lysate wurden auf Standard I- bzw. mit 
Ampicillin supplementierten Standard I-Nährböden ausgestrichen, um ihre 
Keimfreiheit zu überprüfen. 
Im Bradford-Test wurde die Konzentration des BL21/pMal-c2 Lysats mit 4,85 mg/mL, 
des Nissle 1917 Lysats mit 3,92 mg/mL bestimmt. 
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Die Kopplung von je 100 mg Protein an Sepharose wurde durch Quartett 
Immunodiagnostika und Biotechnologie GmbH (Berlin) ausgeführt. Die Kopplungs-
reaktion wurde über Nacht bei 4 °C durchgeführt, als Matrix CNBr-aktivierte 
Sepharose 4B (Amersham Biosciences, Freiburg) eingesetzt, die einen Partikeldurch-
messer von 45 - 165 µm aufweist. Nach der Reaktion konnten mit Hilfe des Bradford-
Tests keine Proteine mehr in der Kopplungslösung nachgewiesen werden. Die Protein-
partikel wurden in DPBS pH 7,4 geliefert, das mit 0,1 % Natriumazid und 0,2 µM 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) versetzt war. 
Die Partikelsuspensionen wurden mit DPBS mit 0,1 % Natriumazid auf 2 mg/mL ein-
gestellt, pro Gramm Matrix waren 22,2 mg Protein des BL21/pMal-c2 Lysats und 
16,3 mg Protein des Nissle 1917 Zelllysats gebunden. Die Lysat-Partikel wurden in 
2 mL Reaktionsgefäße portioniert und bei 4 °C gelagert. 
Präadsorption 
Die mit E. coli-Protein gekoppelten Sepharose-Partikel wurden in Vorversuchen in 
verschiedenen Konzentrationen zur Präadsorption sowohl des Serums als auch der 
Kotproben eingesetzt. 
Im Fall der Blutproben wurde das beste Ergebnis erzielt bei einem Einsatz von 
je 15 % (v/v) der Partikelsuspensionen und 1,3 % (v/v) Serum in DPBS. Die Kotproben 
wurden in mit 5 % (w/v) Milchpulver-supplementiertem DPBS präadsorbiert, dabei 
wurden für 50 µL Kotextrakt je 15 µL der Partikelsuspensionen eingesetzt. Die 
Präadsorption wurde in einem Endvolumen von mindestens 100 µL durchgeführt. 
Dabei wurden die Ansätze vorsichtig gemischt und anschließend 2 Stunden bei 4 °C 
langsam über Kopf rotiert. Nach der Präadsorptionsreaktion und der Sedimentation der 
Sepharose-Partikel durch zweiminütiges Zentrifugieren bei 500 · g wurden die Proben 
unverzüglich für die Durchführung von ELISA weiterverwendet. 
Durchführung der ELISA 
Die Durchführung der ELISA erfolgte nach der unter 4.3.2.2 beschriebenen Methode. 
Jede Probe wurde dabei in unabhängigen Experimenten als Doppelbestimmung 
gemessen. Die Titration der Proben erfolgte im Fall der Seren bis zu einer maximalen 
Verdünnung von 1:76.800, die Kotextrakte wurden maximal 1:2.048 verdünnt. 
Cutoff-Berechnung 
Die Bestimmung des Cutoffs erfolgte nach der von FREY et al. beschriebenen Methode 
(FREY et al. 1998). Auf allen Platten wurden die Proben von sechs Tieren der 
Kontrollgruppe mitgeführt. Da die Maus # 27 der AIDAC-Gruppe innerhalb der Studie 
für einen vorübergehenden Zeitraum deutliche Krankheitssymptome wie struppiges, 
Ergebnisse 81
glanzloses Fell, Gewichtsverlust und Spannungslosigkeit zeigte, wurde dieses Tier 
nicht für die nachfolgenden Analysen als Kontrolltier mitgeführt. Daher gab es keine 
Möglichkeit, die für die Cutoff-Berechnung heranzuziehenden sechs Tiere willkürlich 
zu wählen. Mit Ausnahme der Proben der Maus # 27 wurden daher die Proben der 
verbleibenden sechs Kontrolltiere auf jeder Platte mitgeführt. 
Es zeigte sich, daß innerhalb dieser Kontrollgruppe teilweise große 
Unterschiede im ELISA-Ergebnis auftraten. Um einer Verzerrung der Ergebnisse 
aufgrund falscher Cutoff-Berechnungen vorzubeugen, wurde die von DIXON 
beschriebene statistische Methode zur Bestimmung von Ausreißern angewandt 
(DIXON 1957). Wie die Cutoff-Berechnung auch beruht diese Methode auf der 
Annahme, daß die vorliegenden Werte mit großer Wahrscheinlichkeit angenähert 
normalverteilt sind. Stellte sich die Kot- bzw. Blutprobe eines Kontrolltieres im Bezug 
auf mindestens eine Immunisierungsgruppe als Ausreißer heraus, mußte auf diese Kot- 
bzw. Blutprobe bei den Cutoff-Berechnungen aller Gruppen verzichtet werden, damit 
ein Vergleich der Gruppen untereinander möglich war. 
Zur statistischen Untersuchung der ELISA-Ergebnisse der Kontrollseren 
wurden alle vom Meßgerät bestimmten Absorptionswerte bei einer Verdünnung von 
1:1.200 berücksichtigt, da bei dieser Verdünnungsstufe in der Regel keine Störeffekte 
der übrigen Serenbestandteile mehr auftreten, so daß eine negative Probe annähernd 
den Wert des Plattenhintergrunds annimmt (FREY et al. 1998). Für die Cutoff-
Berechnungen der Seren wurden die Blutproben der Maus # 29 aufgrund des 
Testergebnisses nicht einbezogen. 
Für die Ausreißerberechnung der Kotextrakte wurden alle gemessenen OD-Werte der 
Kontrolltiere in einer Verdünnung von 1:32 eingesetzt. Die Verdünnungsstufe 1:32 
wurde ausgewählt, da sich bei dieser Verdünnung die OD-Werte negativer Tiere dem 
Hintergrundwert der Platte angenähert hatten. Da sich in der statistischen Auswertung 
die Kotextrakte der Maus # 31 als Ausreißer herausstellten, wurden alle Kotproben der 
Maus # 31 für die Cutoff-Berechnung nicht berücksichtigt. 
Zur Cutoff-Berechnung wurden grundsätzlich die ELISA-Ergebnisse von fünf 
Kontrolltieren hinzugezogen. 
IgA-Konzentrationsbestimmung 
Die in den Kotextrakten bestimmten Titer spezifischer Immunoglobuline A sind 
starken Schwankungen unterworfen, da bei der Reinigung der Kotballen die IgA-
Ausbeute abhängig ist von dem jeweiligen Reinigungserfolg, aber auch beeinflußt 
wird durch die Konsistenz, also dem Verdünnungsgrad des Kots, die bei den einzelnen 
Versuchstieren variieren kann. Um eine feste Bezugsgröße für den IgA-Titer der 
Kotproben zu haben, wurde daher der Titer auf den Gesamt-IgA-Gehalt der Probe 
bezogen. Die Titerangaben entsprechen also Titer/µg Gesamt-IgA. Zur Bestimmung 
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der Gesamt-IgA-Konzentration der Kotextrakte wurden die Proben beginnend mit 
einer Verdünnung von 1:8.000 direkt auf den ELISA-Platten titriert, auf die jeweils ein 
Maus-IgA-Standard bekannter Konzentration zur Erstellung einer Eichkurve mit 
verdünnt wurde.  
Die Eichkurven entsprachen Vier-Parameter-Gleichungen, bei denen der steilste, 
lineare Bereich für die Bestimmung der IgA-Konzentrationen genutzt wurde. Der OD-
Wert der Probenverdünnung, der am besten im linearen Bereich der Eichkurve lag, 
wurde als Ausgangswert für die Berechnung der IgA-Konzentration eingesetzt. 
Jeder Kotextrakt wurde in einer Doppelbestimmung gemessen. Die beiden 
Meßergebnisse wurden unabhängig voneinander zur IgA-Konzentrationsberechnung 
herangezogen und die errechneten IgA-Konzentrationen daraufhin gemittelt. 
5.4.1.4 Auswertung der ELISA-Ergebnisse 
Verlauf der systemischen Immunantwort  
Der Präimmunstatus der Mäuse wurde ebenso wie die Postimmunantwort mit Hilfe 
einer Endpunkttitration bestimmt. Dabei lag der Mittelwert (MW) der Endpunkttiter in 
der Stx1B-Gruppe bei 1.371 (Standardfehler SEM= 528, Median M=300), in der 
Stx2B-Gruppe bei 814 (SEM=365, M=0) und in der Stx2eB-Gruppe bei 1371 
(SEM=414, M=1200) (Abb. 5.15). 
Dies deutet darauf hin, daß ein geringer Hintergrund an gegen allgemeine E. coli-
Proteine gerichteten Antikörpern auch nach intensiver Präadsorption der Proben 
bedingt durch das hochempfindliche Detektionsverfahren noch gemessen werden 
kann. Die stx-spezifischen PCR der Präimmunproben fielen negativ aus, so daß die 
Besiedlung der Versuchstiere durch etwaige pathogene E. coli-Stämme, die 
gleichartige Antigene präsentieren könnten, zum Zeitpunkt der Probennahme 
ausgeschlossen werden kann. Die Möglichkeit, daß die Mäuse vor Lieferung mit stx-
exprimierenden Pathogenen in Kontakt gekommen sein sollten, ist ebenfalls als 
äußerst gering einzuschätzen, da die Versuchstiere unter SPF Bedingungen gezüchtet 
wurden und eine regelmäßige Überprüfung des Gesundheitsstatus auch durch den 
Lieferanten stattfand. 
Nach der ersten Immunisierung war ein Anstieg in der spezifischen Immun-
globulinantwort zu messen: Der Titer der Stx1B-Gruppe lag bei 32.057 (SEM=8486, 
M=19.200), der Stx2B-Gruppe bei 21.964 (SEM=8501, M=150) und der Stx2eB-
Gruppe bei 20.143 (SEM=8626, M=1.800). Die Immunreaktion innerhalb einer 
Gruppe war dabei sehr heterogen; es gab Versuchstiere, bei denen keine Erhöhung des 
spezifischen Antikörpertiters gemessen werden konnte, während wiederum andere 
einen Titer von ≥ 76.800 aufwiesen (Abb. 5.16). Der Median verdeutlicht hierbei, daß 
in den Gruppen Stx2B und Stx2eB mindestens 50 % der Versuchstiere mit nur einer 
Ergebnisse 83
geringfügigen oder gar keiner Titererhöhung auf die Immunisierung reagiert hatten, 





Abb. 5.15: Verlauf der Antikörpertiter im Blutserum der Immunisierungsgruppen Stx1B, Stx2B 
und Stx2eB: Der Verlauf der systemischen Immunantworten in den drei Gruppen Stx1B, Stx2B und 
Stx2eB ist dargestellt: Die Titer der Versuchstiere wurden gruppenweise für die Präimmun- und die 
Postimmunproben arithmetisch gemittelt, der Standardfehler ist abgebildet. 
 
 
Nach der Boostervakzinierung stieg der mittlere Antikörpertiter der Stx1B-
Gruppe nochmals an (MW=42.686, SEM=9842, M=57.600), während der Mittelwert 
der Stx2B-Gruppe abfiel auf 1.182 (SEM=7389, M=0) und der Durchschnittswert der 
Stx2eB-Gruppe einen leichten Anstieg verzeichnete (MW=32.914, SEM=10.541); der 
Median liegt dabei bei 0. Das zeigt, daß die Minderheit der Mäuse der Stx2eB-Gruppe 
mit einer starken Titererhöhung reagiert hatte (Maximalwert liegt bei 76.800), die 
Mehrheit der Proben jedoch nicht über dem Cutoff lag. 
Zur statistischen Auswertung wurde der Wilcoxon matched pair signed rank 
test (Wilcoxon Test auf Paardifferenzen) herangezogen, der ein nicht-parametrisches 
Verfahren zum Vergleich zweier voneinander abhängiger Stichproben darstellt. Über 




















der t-Test; der Vorteil dieses nicht-parametrischen Verfahren liegt jedoch darin, daß 
keinerlei Verteilungsformen vorausgesetzt werden müssen und die Aussage ihre 
Gültigkeit durch eine Fehlannahme nicht verliert (MCCORNACK 1965; SACHS 1969). 
Die Prüfung erfolgte einseitig, da nicht zu erwarten war, daß die Immunantwort der 
Postimmunproben unter die der Präimmunproben sinken würde. 
Die Unterschiede zwischen den einzelnen Meßpunkten der Stx2B- und Stx2eB-
Gruppe stellten sich - wie am Median der Gruppen zu erkennen ist - als nicht 
signifikant heraus.  
Dagegen ist der Unterschied zwischen den Präimmunproben und den jeweiligen 
Postimmunproben der Stx1B-Gruppe als signifikant zu werten (p<0,05). Der Anstieg 
des Titers zwischen der ersten und zweiten Postimmunprobe war dagegen statistisch 
nicht als signifikant absicherbar. 
Die Immunisierungen mit den E. coli-Stämmen Nissle 1917/pDT7 und Nissle 
1917/pDT8 führten zu keinem statistisch signifikanten positiven Ergebnis bei der 
Analyse der systemischen Immunantwort. Dagegen erzielte die Immunisierung mit 
dem E. coli-Stamm Nissle 1917/pDT6 eine statistisch signifikante Erhöhung der 




Abb. 5.16: Drei Punktdiagramme (zwei weitere auf der folgenden Seite) zur Darstellung der in 
den Blutproben bestimmten Antikörpertiter: Die systemische Immunantwort der Versuchstiere ist 
gruppenweise in Diagrammen zusammengefaßt. Die Titer in den Präimmun- und den beiden 
Postimmunproben sind für jede einzelne Maus dargestellt. Die arithmetischen Mittelwerte der Proben 
je Zeitpunkt sind mit Standardfehler wiedergegeben. Statistisch signifikante Unterschiede in der 
Immunantwort zwischen den Proben einer Gruppe sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05). Die 































Verlauf der mukosalen Immunantwort 
Ebenso wie bei den Blutproben waren in den Kotextrakten der Präimmunproben 
geringfügige Hintergrundtiter detektierbar. Bei der Gruppe Stx1B lag dieser bei 5,0 
(SEM=1,81), bei der Stx2B-Gruppe bei 5,5 (SEM=2,95), und bei der Stx2eB-Gruppe 
bei 4,0 (SEM=3,84), (Abb. 5.17). Die Mediane der Gruppen Stx1B, Stx2B und Stx2eB 
wiesen größere Unterschiede auf (4,1; 1,7 und 0). 
Der Titer der ersten Postimmunproben änderte sich im Mittelwert nur geringfügig in 


















































Mittelwert der Stx2B-Gruppe hingegen lag bei 34,5 (SEM=24,22). Allerdings lagen 
die Mediane aller Gruppen sehr dicht an den Medianen der Präimmunproben mit 4,6 
bei Stx1B, 1,2 bei Stx2B und 0 bei Stx2eB. 
Nach der Boostervakzinierung stiegen die Mittelwerte der Gruppen Stx1B und Stx2eB 
auf 26,4 (SEM=12,42), bzw. 42,6 (SEM=18,54), an. Allerdings änderte sich der 
Median der Stx1B-Gruppe kaum (7,5) während der Median der Stx2eB-Gruppe einen 
deutlichen Anstieg im Titer zeigte (26,5). Der Titer der Stx2B-Gruppe nahm hingegen 
wieder ab (MW=3,7; SEM=1,91, M=0), (Abb. 5.18). 
In der statistischen Auswertung mittels einseitigem Wilcoxon matched pair signed 
rank test konnten keine signifikanten Unterschiede in den Kotextrakt-Titern der 
Gruppen Stx1B und Stx2B erkannt werden. Die nach dem Boost genommenen Post-
immunproben der Stx2eB-Gruppe dagegen wiesen eine statistisch signifikante Er-
höhung der spezifischen mukosalen Antikörpertiter im Vergleich zu den Präimmun-
proben und den ersten Postimmunproben auf. 
 
Abb. 5.17: Verlauf der Antikörpertiter in den Kotproben der Immunisierungsgruppen Stx1B, 
Stx2B und Stx2eB: Der Verlauf der mukosalen Immunantworten in den drei Gruppen Stx1B, Stx2B 
und Stx2eB ist dargestellt: Die Titer der Versuchstiere wurden gruppenweise für die Präimmun- und 






















Abb. 5.18: Drei Punktdiagramme (ein weiteres auf der folgenden Seite) zur Darstellung der in 
den Kotproben bestimmten Antikörpertiter: Die mukosale Immunantwort der Versuchstiere ist 
gruppenweise in Diagrammen zusammengefaßt. Die Titer (Titer/µg Gesamt-IgA) in den Präimmun- 
und den beiden Postimmunproben sind für jede einzelne Maus dargestellt. Die Mittelwerte der Proben 
je Zeitpunkt sind mit Standardfehler wiedergegeben. Statistisch signifikante Unterschiede in der 
Immunantwort zwischen den Proben einer Gruppe sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05). Die 

















































Korrelation der Besiedlung und der systemischen und mukosalen 
Immunantworten  
Aufgrund der unterschiedlichen statistischen Signifikanzen der Kot- und Blutproben 
innerhalb einer Gruppe wurde auf eine Korrelationsanalyse zwischen der mukosalen 
und systemischen Immunantwort verzichtet (Abb. 5.19). 
Ein Zusammenhang zwischen dem mittels der eingesetzten Diagnostikverfahren 
bestimmten Besiedlungserfolg und der Höhe der Immunantwort ließ sich statistisch 
nicht bei der Bestimmung des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman (SACHS 
1969) halten.  
In Abb. 5.20 sind die Ergebnisse gruppenweise zusammengetragen, die bei der 
Bestimmung des Besiedlungserfolgs mittels Anreicherungskulturen und bei der 
Analyse der systemischen und mukosalen Immunantworten erhalten wurden. Die 
Werte jeder einzelnen Maus sind dargestellt, um mögliche Zusammenhänge zwischen 
Immunantworten und Besiedlung graphisch zu verdeutlichen. 
Eine Immunantwort, die durch erhöhte Antikörpertiter meßbar war, wurde nur bei 
einem positiven Besiedlungsergebnis direkt am Tage nach der Immunisierung 
erhalten. Eine durch die angewandte Diagnostik als positiv bestimmte Besiedlung 
reichte jedoch nicht aus, um Aussagen über den Immunisierungserfolg treffen zu 
können. 
Maus # 14 stellt insofern einen Sonderfall dar, als daß sie einen erhöhten 
Antikörpertiter in der ersten Postimmunprobe zeigt und daß die Anreicherungskultur 






























Immunisierungsstammes nach der Immunisierung ergibt. Als Ausnahme ist die 
Sentinelmaus # 16 anzuführen, deren Proben im Nachweis des Immunisierungs-





Abb. 5.19: Drei Graphiken (zwei weitere auf der folgenden Seite) zum Verlauf der mukosalen 
und systemischen Immunantwort in den drei Immunisierungsgruppen: Die mukosale und 
systemische Immunantwort ist gruppenweise in Diagrammen zusammengefaßt. Der Verlauf der 
Immunantwort ist dargestellt, indem Mittelwerte der logarithmierten Titer (log (Titer + 1)) für jeden 
Zeitpunkt der Probennahme gebildet wurden. Standardfehler sind als Balken dargestellt. Die 





















































































Abb. 5.20: Drei Diagramme (zwei weitere auf der folgenden Seite) zur Darstellung der 
gemessenen mukosalen und systemischen Antikörpertiter und des Besiedlungserfolgs: Der 
Verlauf der Immunantworten und der Besiedlung über den Zeitraum der Immunisierung sind 
gruppenweise in Diagrammen zusammengefaßt. Jedes Tier ist einzeln aufgeführt, um einen 
individuellen Vergleich der Ergebnisse in der Besiedlung und der Immunantwort zu ermöglichen. Das 
Ergebnis der Kotanreicherung ist für jeden Probenzeitpunkt dargestellt, ebenso sind die im Serum und 
Kot gemessenen Titer für jeden Probenzeitpunkt wiedergegeben. Dabei sind die Serentiter in 
absoluten Werten angegeben. Um die viel schwächeren Kottiter ohne Transformation auf der gleichen 
Achse darstellen zu können, sind die Titer mit dem Faktor 100 multipliziert. Die Besiedlung kann nur 
qualitativ und nicht quantitativ dargestellt werden: ein positiver Befund in der Kotanreicherung ist mit 
einem Balken in der Höhe von 10.000 Einheiten dargestellt, ein negativer mit einem Ordinatenwert 
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Höhere Organismen verfügen über mehrere komplementäre und ineinandergreifende 
Mechanismen zur Abwehr von Krankheiten. Dabei ist der Körper nicht nur gegen 
Pathogene gewappnet, die sich systemisch ausbreiten, sondern von einem eigens dafür 
ausgelegten System, dem Mukosa-assoziierten lymphatischen Gewebe, werden die für 
Infektionen besonders anfälligen Körperoberflächen, die Schleimhäute, vor Besied-
lung und Invasion durch schädliche Keime geschützt. In Bereichen, die eine starke 
Besiedlung durch residente kommensale Mikroflora aufweisen, wird auch diese durch 
das MALT in Schach gehalten. 
In den meisten Fällen ist der Körper durch das Zusammenspiel von angeborenen und 
adaptiven Immunreaktionen des systemischen wie auch des mukosalen Immunsystems 
in der Lage, sich erfolgreich gegen Infektionen zur Wehr zu setzen. Darüber hinaus 
bietet die adaptive Immunantwort einen häufig länger andauernden Immunschutz, der 
bei wiederholtem Kontakt mit dem jeweiligen Erreger den Organismus vor einer 
erneuten Infektion bewahrt. 
Allerdings wäre ein Immunschutz auch vor dem Erstkontakt mit einem Pathogen 
wichtig, besonders z. B. in solchen Fällen, in denen bleibende Schäden als Folge der 
Infektion am Organismus eintreten können. 
Vakzine mit immunogenen aber unschädlichen Erregerbestandteilen rufen 
einen spezifischen Immunschutz hervor, ohne daß die Risiken einer Infektion drohen. 
Der überwiegende Anteil an angebotenen Impfstoffen wird allerdings auch heute noch 
parenteral verabreicht und bietet daher zwar einen systemischen, nicht jedoch einen 
mukosalen Schutz. 
Da die weitaus größte Zahl der Infektionen ihren Anfang auf der Mukosa nimmt - 90% 
aller Erreger nutzen diese als Eintrittspforte in den Wirt -, wäre die Immunisierung 
über eine mukosale Route, die einen Immunschutz auf der ersten Barriere induzieren 
würde, von großem Vorteil. Darüber hinaus würde über die Induktion des mukosalen 
Immunsystems zusätzlich auch eine systemische Immunantwort erreicht werden. Bei 
der oralen Vakzinierungsroute muß das Antigen partikulär vorliegen, um eine 
Aufnahme und eine Transzytose über M-Zellen zu gewährleisten. Zur Darstellung von 
partikulären Antigenen können z.B. synthetische Partikel mit immunogenen Mole-
külen gekoppelt werden. Allerdings sind beim Einsatz von "toten" Partikeln in der 
oralen Vakzinierung Fragen der Größe, Stabilität und Biokompatibilität zu klären. 
Alternativ bietet der Einsatz von lebenden Mikroorganismen als Antigenträger zahl-
reiche Vorteile. 
Der Einsatz attenuierter Erreger zur Vakzinierung hat sich in den letzten Jahren 
immer wieder als schwierig und mit Risiken verbunden erwiesen, so daß auf der Suche 




gesucht werden muß. Ein neuartiges System zur oralen Lebendimmunisierung sollte 
prinzipiell aus schützenden Erreger-spezifischen Antigenen, einem System zur 
Präsentation des Antigens auf der bakteriellen Oberfläche und einem Lebendvektor, 
möglichst mit guten Kolonisierungs- und Adjuvanseigenschaften, bestehen.  
In dieser Arbeit wurde der apathogene kommensale E. coli-Stamm Nissle 1917 
auf seine Eignung als Lebendvektor hin untersucht. Die Modellantigene Stx1B, Stx2B, 
Stx2eB und Masern Protein-N sollten auf der Oberfläche der rekombinanten Stämme 
präsentiert werden, um die Möglichkeiten der Verwendung dieses Systems zur 
Erzeugung einer Immunantwort zu untersuchen (HESS et al. 1996; RUSSMANN et al. 
1998; GALEN und LEVINE 2001). Hierzu wurden die Antigene als „Passagier“ mit der 
Transporterdomäne des adhesin involved in diffuse adherence, AIDAC, fusioniert. Dies 
ermöglicht zugleich zu untersuchen, inwiefern sich der Autotransporter als 
Präsentationsmodul in einem Lebendvakzinemodell eignet. 
6.1 Konstruktion der Lebendvektoren 
Für die Konstruktion der Immunisierungsplasmide wurden sowohl die Gene stx1b, 
stx2b, stx2eb und das für Masern Protein-N kodierende Gen, als auch das für den 
Transporter kodierende Plasmid mit geeigneten Primern amplifiziert. Anschließend 
wurden die PCR-Fragmente ligiert und in E. coli K12-Stämme eingebracht. Die 
Überprüfung der Klonierung erfolgte auf genetischer und auf proteinbiochemischer 
Ebene, bevor die Immunisierungsstämme Nissle 1917/pDT6, Nissle 1917/pDT7, 
Nissle 1917/pDT8 und Nissle 1917/pDT9 erstellt wurden. 
Während die Präsentation der Antigene Stx1B, Stx2B und Stx2eB auf der Oberfläche 
der rekombinanten Nissle 1917-Stämme durch Immunfluoreszenzanalysen und 
Immunogoldmarkierungen nachgewiesen werden konnte, wurde zwar die Synthese des 
Fusionsproteins Masern Protein-N-AIDAC im E. coli-Stamm C600 gezeigt, jedoch 
wurde das Fusionsprotein im rekombinanten E. coli-Stamm Nissle 1917/pDT9 
unerwartet nicht produziert.  
Offenbar lassen sich die im E. coli-Stamm C600 erzielten Ergebnisse für die 
Antigenpräsentation nicht direkt auf den E. coli-Stamm Nissle 1917 übertragen. Da  
- mit Ausnahme des Passagiers - der Plasmidhintergrund bei allen verwendeten 
Vektorkonstrukten identisch ist, muß die Ursache für das Ausbleiben der Protein-
synthese in der Passagier-Transporter-Kombination liegen, die entweder auf Trans-
kriptionsebene oder Translationsebene im E. coli-Stamm Nissle 1917 anders als im 
K12-Stamm reguliert sein muß.  
Im Vergleich zu den StxB-Untereinheiten (ca. 8 kDa) handelt es sich bei dem Masern 
Protein-N zwar um ein Polypeptid mit höherem Molekulargewicht (ca. 56 kDa), 
allerdings kann das Ausbleiben der Proteinsynthese nicht allein auf die Größe des 




konnten mit Hilfe des AIDA-Autotransporters auf der Oberfläche vom E. coli-Stamm 
Nissle 1917 präsentiert werden (C. Buddenborg, Münster, persönliche Mitteilung). 
Bisher können noch keine eindeutigen Vorhersagen darüber getroffen werden, 
welche Charakteristika ein Protein aufweisen muß, um als Fusionspartner der Trans-
lokatordomäne (AIDAC) des AIDA-Autotransporters auf der Bakterienoberfläche von 
Nissle 1917-Keimen präsentiert zu werden, so daß die Eignung dieses Vakzineträger-
systems für jedes eingesetzte Antigen experimentell bestimmt werden muß. 
6.2 Mukosale Immunisierung 
Für die anschließende Immunisierungsstudie an weiblichen BALB/c Mäusen wurden 
daher die StxB-präsentierenden Lebendvakzinen eingesetzt. 
6.2.1 Herstellung der Immunisierungssuspension 
Die rekombinanten E. coli Nissle 1917-Zellen wurden in Vollmedium angezogen, 
anschließend mit DPBS gewaschen und in einem für die Immunisierung geeigneten 
Puffer aufgenommen. 
6.2.1.1 Bestimmug der Überlebensrate 
Die Immunisierung sollte oral durchgeführt werden. Daher mußten die lebenden 
Vakzinestämme in einem Puffer verabreicht werden, der sowohl eine neutralisierende 
Wirkung auf den sauren pH-Wert des Magens hat, als auch "schmackhaft" genug für 
die Versuchstiere ist. 
Zur Neutralisation des Magenmilieus wurde ein Carbonatpuffer pH 9,6 als Grundlage 
für die Immunisierungssuspension gewählt. Hier sank jedoch die Überlebensrate der 
Keime im Vergleich zu DPBS auf 55 %. Dies läßt sich darauf zurückführen, daß 
optimale Wachstumsbedingungen für coliforme Bakterien bei physiologischem pH-
Wert liegen, der nur knapp oberhalb des neutralen Bereichs (pH 7,2 - 7,4) liegt. 
Durch die Zugabe von 50 %  (w/v) Glucose, die die für die Mäuse „schmackhafte 
Komponente“ einbrachte, wurde die Überlebensrate der Immunisierungsstämme 
insgesamt weiter auf ca. 25 % reduziert, was durch den - durch die Zugabe von 
Glucose - stark erhöhtem osmotischen Druck verursacht wird. (Die eingesetzte 
Glucosekonzentration entspricht der Konzentration, die zur Konservierung von 
Lebensmitteln, z. B. bei der Marmeladeherstellung, verwendet wird.) 
Durch die Verfünffachung des Inokulums sollte gewährleistet werden, daß die 
Immunisierung mit 1 · 109 Lebendkeimen erfolgte. Dies wurde stichprobenartig 
überprüft, indem die nach der Immunisierung verbleibenden Suspensionen zur Le-
bendkeimzahlbestimmung auf Standard I-Nährboden ausgestrichen wurden. Es konnte 




und 43 % aufwiesen. Der Unterschied in den bestimmten Überlebensraten läßt sich 
durch natürliche Streuungseffekte aufgrund der kleinen Stichprobenzahl erklären.  
6.2.1.2 Bestimmung des Besiedlungserfolgs 
Um die Kolonisierungseigenschaften der Vakzinestämme überprüfen zu können, 
wurden zwei Methoden zum Nachweis dieser Keime im Kot der Versuchstiere 
etabliert. Zum einen wurden Kotproben zur Anreicherung in ampicillinhaltigen 
Selektivnährmedien resuspendiert, zum anderen wurden die Plasmidvektoren mit Hilfe 
einer spezifischen PCR nachgewiesen. 
Mit beiden Nachweissystemen lassen sich nur plasmidtragende Bakterien nach-
weisen. Daher wurde darüber hinaus der Versuch unternommen, eine E. coli Nissle 
1917-spezifische Diagnostik zu etablieren. Diese würde ermöglichen, die in vivo-
Stabilität der Immunisierungsplasmide zu bestimmen - in vitro konnten rekombinante 
Plasmide auch nach mehrtägiger Anzucht in Standard I-Nährbouillon, welche nicht 
mit Ampicillin versetzt war, in E. coli Nissle 1917 nachgewiesen werden (Daten nicht 
gezeigt). 
Die Nissle 1917-spezifische Diagnostik mußte aber so aufgebaut sein, daß sie 
mit einer großen Anzahl von Proben durchführbar ist. Die Stammcharakterisierung 
durch den Nachweis von spezifischen Stoffwechselleistungen („bunte Reihe“), oder 
auch mit Hilfe von Protein-Gelelektrophoresen oder durch eine Bestimmung des 
charakteristischen RFLP-Musters (restriction enzyme-mediated fragment length poly-
morphism) ist zu aufwendig und kostenintensiv, als daß sie für eine 
Immunisierungsstudie hätte anwendbar sein können. Daher wurde die von BLUM-
OEHLER kürzlich beschriebene Multixplex-PCR zum Nachweis E. coli Nissle 1917-
spezifischer DNA-Fragmente als Diagnostikverfahren adaptiert (BLUM-OEHLER et al. 
2003). Aufgrund von Kreuzreaktionen, die sich mit anderen (teils pathogenen) Keimen 
in vivo ergaben, konnte mit Hilfe dieser Multiplex-PCR jedoch kein eindeutiger 
Nachweis von E. coli Nissle 1917 geführt werden. 
Mit der Kombination der Nissle 1917-spezifischen Multiplex-PCR wäre es mit 
den beiden oben genannten Nachweismethoden möglich gewesen, sowohl den 
Vakzinestamm selbst, als auch die eingebrachten Plasmidvektoren nachzuweisen. Da 
der Stamm über keinerlei Fähigkeiten zur Weitergabe von DNA verfügt, ist es äußerst 
wahrscheinlich, daß es sich bei einem über eine Kotanreicherung nachgewiesenen 
Ampicillin-resistenten coliformen Stamm um E. coli Nissle 1917 handelt. Ebenso 
sicher ist, daß die durch PCR-Diagnostik nachgewiesenen Immunisierungsplasmide 
aus E. coli Nissle 1917 stammen. Aus diesem Grunde wurde ein positives Ergebnis in 





Beim Vergleich der beiden zuerst genannten Nachweismethoden mußte festge-
stellt werden, daß sie in den 192 untersuchten Proben zwölfmal ein von einander ab-
weichendes Ergebnis erzielt hatten: In 8 Fällen, entsprechend 4,2 %, waren die Kotan-
reicherungen positiv und die PCR-Ergebnisse negativ, in 4 Fällen (i.e. 2,1 %) trat das 
umgekehrte Phänomen auf. Beide Diagnostikverfahren lieferten also annähernd 
gleiche Ergebnisse, wobei sich die Anreicherung als die etwas sensitivere Methode 
herausstellte. Dies kann daran liegen, daß in den DNA-Präparationen noch zuviel 
lösliche Bestandteile aus den Kotproben waren, die die empfindliche PCR störten. 
Natürliche Schwankungen der Kotzusammensetzung können zwar zu falsch negativen 
Ergebnissen führen, falsch positive Ergebnisse allerdings scheinen aber äußerst 
unwahrscheinlich, wodurch sich aus der Methodenkombination ein eher konservatives 
Ergebnis ableiten läßt. 
Insgesamt konnte beobachtet werden, daß die Immunisierungsstämme an dem 
der letzten Vakzinierungsdosis folgenden Tag noch in den meisten Fällen 
nachzuweisen waren: Von den 28 oral immunisierten Tieren waren nach der ersten 
Immunisierung 25 (Anreicherungsnachweis) bzw. 26 (PCR-Diagnostik), also 89,3 % 
bzw. 92,9 % im Testergebnis positiv, nach der Boostervakzinierung in beiden Fällen 
dann 100 % (Abb. 5.10). Neun Tage nach der Immunisierung fiel die Anreicherungs-
diagnostik in 28,6 % (8/28) und der PCR-Nachweis in 16 % (4/28) aller Fälle positiv 
aus. Weitere 19 Tage später hatte sich das Testergebnis nur bezüglich der 
Anreicherung geändert: Es waren noch 20 % (5/28) der Befunde positiv. Am 7. Tag 
nach der Boostervakzinierung lagen ähnliche Ergebnisse vor: Diesmal waren 16 % 
(4/28) der Kotanreicherungen und 20 % der PCR-Nachweise (5/28) positiv. 
Beim Versuch, eine Korrelation zwischen der Besiedlungsrate der immu-
nisierten Mäuse und der Überlebensrate der Keime in der Immunisierungssuspension 
herzustellen, ist festzustellen, daß die meisten positiven Testergebnisse der Koloni-
sierungsdiagnostik in der AIDAC-Kontrollgruppe zu beobachten sind, was mit der 
höchsten gemessenen Überlebensrate (43 %) dieser Keime übereinstimmt. Bei den 
anderen Gruppen ist eine solche Korrelation jedoch nicht möglich, was auf die in 
diesen Gruppen größeren Schwankungen zwischen den Stichproben für die 
Lebendkeimzahlbestimmung zurückzuführen sein könnte. 
Zur Immunisierung wurde den Versuchstieren mit 5 · 109 Keimen ein sehr 
hohes Inokulum oral verabreicht. Am Tage nach Gabe der Immunisierungskeime fiel 
die Besiedlungsdiagnostik zu 89,2 % - 100 % positiv aus, eine Woche bis 9 Tage 
später waren 16 % - 28,6 % der Ergebnisse positiv. Die Tatsache, daß nicht einmal 
wiederholte Gaben einer hohen Keimzahl zu einer Besiedlung der Mäuse über einen 
Zeitraum von einer Woche führten, läßt den Schluß zu, daß E. coli Nissle 1917, der ein 
hervorragender Kolonisierer (CUKROWSKA et al. 2002) des menschlichen Darms ist, 




besitzt. In bisher veröffentlichten Studien zum E. coli Nissle 1917, die Mäuse als 
Tiermodell nutzten, stand die Kolonisierung nicht unter Beobachtung (HOCKERTZ 
1991) oder wurde durch Zugabe von Ampicillin in das Trinkwasser künstlich 
stabilisiert (A.. Westendorf, Braunschweig, persönliche Mitteilung). Unter solchen 
Bedingungen ist kein Schluß auf das natürliche Kolonisierungspotential zulässig. 
Ein besseres Tiermodell für die Kolonisierung des menschlichen Darms mit 
diesem kommensalen Stamm stellt nach den bisherigen Ergebnissen offenbar das 
Schwein dar (S. Oswald, Würzburg, persönliche Mitteilung), mit dem sich aber aus 
rein logistischen Gründen keine Immunisierungsstudien mit ausreichend großen 
Stichprobenmengen durchführen lassen. Das Tiermodell Schwein stellt daher keine 
Alternative zu dem Versuchstier Maus bei Vakzinestudien dar.  
Bei der Verwendung von Mäusen läßt sich zwar das experimentelle Ergebnis 
bezüglich der Immunantwort auf den Menschen übertragen. Aussagen zur richtigen 
Dosierung und zur Kolonisierungsfähigkeit des Vakzinestammes können aber erst 
durch anschließende Experimente in - dem Menschen in der Situation besser entspre-
chenden - Modellen wie, z.B. im Schwein als Tiermodell, gemacht werden. 
6.2.2 Analyse der Immunantworten 
Zur Analyse der durch die orale Vakzinierung hervorgerufenen Immunantworten 
wurden Antigen-spezifische Antikörper in lokalen mukosalen Proben (Kot) als auch in 
systemischen Proben (Blutserum) mit Hilfe eines ELISA bestimmt. Die Angabe der 
Antikörperkonzentration erfolgte in relativen Einheiten durch Bestimmung der 
Endpunkttiter der Proben. 
6.2.2.1 Etablierung der ELISA 
Die Besiedlung des Darms durch den E. coli-Stamm Nissle 1917 ruft auch E. coli-
spezifische Antikörperantworten hervor, die aufgrund der genetischen Ähnlichkeit 
auch mit Bestandteilen anderer E. coli-Stämme reagieren (HOCKERTZ 1991, 1997). 
Diese Antikörperantwort läßt sich von der Antigen-spezifischen Reaktion nur dann 
trennen, wenn das Nachweisverfahren keine kontaminierenden E. coli-Bestandteile 
enthält. 
Vor diesem Hintergrund wäre die Beschichtung der ELISA-Platten, die für die 
Endpunkt-ELISA eingesetzt wurden, mit synthetisch hergestellten Antigenpeptiden 
empfehlenswert. Allerdings wäre ein Vorgehen mit Hilfe synthetischer Peptide aus 
zwei Gründen nicht umsetzbar gewesen: Peptide können ab einer Länge von ca. 20-
meren nicht mehr verläßlich synthetisiert werden, die StxB-Untereinheiten umfassen 
aber 69 - 70 Aminosäuren. Für eine Beschichtung der ELISA-Platten hingegen wäre 
das Molekulargewicht wiederum zu gering, da die Peptide mit großer Wahrscheinlich-




Es wurden daher verschiedene Methoden angewandt, um das Molekulargewicht der 
Beschichtungsproteine zu erhöhen und um eine Reinigung der Fusionsproteine zu 
ermöglichen. Als einzige Möglichkeit, mit der sich stabile Fusionsproteine in 
ausreichenden Mengen bis zu einem Reinheitsgrad von mindestens 95 % isolieren 
ließen, kristallisierte sich die Reinigung von MBP-StxB Proteinen mit Hilfe der 
Affinitätschromatographie heraus. 
Da diese Beschichtungsproteine aus dem E. coli-Stamm BL21 isoliert werden 
mußten und durch E. coli-Proteine kontaminiert waren (maximal 5 %), stellte sich das 
Problem, daß sich Antigen-spezifische und anti-E. coli-spezifische Antikörperant-
worten in den ELISA überlagern konnten. Diese Möglichkeit ließ sich durch ELISA 
mit den Proben der Kontrollgruppe überprüfen: Da die Kontrollgruppe mit einem 
AIDAC-präsentierenden E. coli Nissle 1917-Vakzinestamm immunisiert worden war, 
dürften bei ausreichendem Reinheitsgrad der Beschichtungsproteine keine Unter-
schiede zwischen Prä- und Postimmunproben der Kontrollgruppe festzustellen sein. 
Auch wenn eine E. coli-spezifische Antwort durch die Kontrollvakzinierung hervor-
gerufen wurde, konnten keine Antigen-spezifischen Antikörper gebildet werden. 
Tatsächlich aber ließ sich in Vorversuchen mit nicht präadsorbierten Proben ein 
Unterschied zwischen Prä- und Postimmunproben der Kontrollgruppe messen: ELISA-
Platten wurden mit MPB-Stx2eB beschichtet und Seren je einer Maus aus der 
Kontrollgruppe (Maus #29) und aus der MBP-Stx2eB-Gruppe (Maus #23) seriell 
verdünnt. Kontrollmaus und gegen Stx2eB immunisierte Maus zeigten vergleichbar 
niedrige OD450nm-Werte vor der Immunsierung und nahezu identisch hohe nach der 
Boostervakzinierung, was auf einen stark erhöhten anti-E. coli-Antikörperspiegel 
zurückzuführen ist, der aufgrund einer Verunreinigung der Beschichtungsproteine mit 
an der ELISA-Platte binden kann (Abb. 6.1). Eine mögliche Antwort auf das Antigen 
wurde durch die Immunreaktion auf den Vakzineträger offenbar komplett verdeckt.  
Die Präadsorption der Proben mit Sepharose-Partikeln, die mit löslichen E. coli-
Proteinen gekoppelt waren, erwies sich als eine Möglichkeit, die anti-E. coli-
Antikörper in den Proben abzufangen. Vorversuche mit den oben genannten 
Mäuseseren zeigten, daß durch die Inkubation der Proben mit Sepharose-Partikeln, die 
mit BL21/pMal-c2-Proteinen gekoppelt waren, die gemessenen OD450nm-Werte im 
ELISA viel stärker reduziert wurden als beim Gebrauch von Nissle 1917-gekoppelten 
Sepharose-Partikeln (Abb. 6.2). Da die ELISA-Platten mit E. coli BL21-Proteinen 
verunreinigt sind, ist es nicht verwunderlich, daß die Präinkubation der Seren mit 
BL21-Proteinen erniedrigte Meßwerte im ELISA zur Folge haben. Die Tatsache, daß 
E. coli Nissle 1917-Proteine in der Präadsorption nicht genauso effektiv sind, obwohl 
sie alle löslichen Proteinbestandteile enthalten, mit denen immunisiert worden ist, läßt 
sich möglicherweise darauf zurückführen, daß zum einen die bei der Präadsorption 




anderen läßt es sich damit erklären, daß die Antikörper, die spezifisch nur den Stamm 
Nissle 1917 erkennen, mit dem etablierten ELISA-Verfahren ohnehin nicht detektiert 
werden. Als weiterer Grund läßt sich aufführen, daß die Proteinbestandteile, die für die 
anti-E. coli Antwort verantwortlich waren, möglicherweise in größeren Konzentra-
tionen im BL21/pMal-c2-Lysat als im Nissle 1917-Lysat enthalten sind. 
 
Abb. 6.1: ELISA-Ergebnisse bei Einsatz nicht präadsorbierter Serenproben: Die Seren der 
Präimmunprobe und der zweiten Postimmunprobe je einer Maus aus der Kontrollgruppe und der 
Stx2eB-Gruppe wurden ohne Präadsorption in ELISA eingesetzt. Die OD450nm-Werte, die bei einer 
Verdünnung der Seren von 1:1.200 gemessen wurden, wurden im Diagramm aufgetragen. Die 
Messungen wurden als Doppelbestimmung durchgeführt, dabei lag der Plattenhintergrund zwischen 
0,048 - 0,066. 
 
 
Nach der Immunisierung mit dem E. coli-Stamm Nissle 1917 sind verstärkte anti-
E. coli-Reaktionen sowohl in den Kot- als auch in den Blutproben im ELISA zu 
messen. Dies bestätigt, daß der E. coli-Stamm Nissle 1917 immunomodulatorische 
Eigenschaften aufweist. Durch die Inkubation der Proben mit einer Kombination aus 
Sepharose-Partikeln, die mit E. coli BL21/pMal-c2 bzw. E. coli Nissle 1917 gekoppelt 
waren, konnten die anti-E. coli-Antikörper abgefangen werden, so daß die Stx-spezi-







































Abb. 6.2: Vergleich der ELISA-Ergebnisse bei Einsatz von präadsorbierten und nicht präadsor-
bierten Serenproben:  Die zweite Postimmunprobe (Seren) je einer Maus aus der Kontrollgruppe und 
der Stx2eB-Gruppe wurde ohne bzw. mit Präadsorption in ELISA eingesetzt. Die OD450nm-Werte, die 
bei einer Verdünnung der Seren von 1:1.200 gemessen wurden, wurden im Diagramm aufgetragen. 
Die Präinkubation erfolgte mit Sepharose-Partikeln, die entweder mit BL21/pMal-c2-Proteinen 
(64 mg/mL) oder Nissle 1917-Proteinen (47 mg/mL) beladen waren. Pro Probe wurden insgesamt 
10 µL Partikelsuspension eingesetzt. Es wurde eine Einzelmessung durchgeführt, der 
Plattenhintergrund lag bei 0,056. 
 
6.2.2.2 Ergebnisse 
Zur Bestimmung der Antigen-spezifischen Immunantwort wurden sowohl die Kot-
extrakte als auch die Seren präadsorbiert. Anschließend wurden die präadsorbierten 
Proben in ELISA zur Bestimmung der Endpunkttiter eingesetzt. Die statistische 
Analyse der erhaltenen Immunantworten in Form von Endpunkttitern erfolgte mit 
einem nicht-parametrischen Test, der gepaarte Proben voraussetzte, dem Wilcoxon 
matched pair signed rank test (Test auf Paardifferenzen). 
Da alle Proben präadsorbiert wurden, wäre bei vollständiger Präadsorbtion zu 
erwarten, daß der Cutoff der Proben, der sich aus den OD450nm Werten der 
Kontrollgruppenproben ergibt, in geringfügigem Maße um den gleichen Wert 
schwankt. Um dies zu überprüfen, wurden die Cutoffs, die für einen Titer von 1:1.200 
für die Serenproben berechnet waren, gemittelt. Für jeden Probenzeitpunkt und jedes 
Beschichtungsprotein wurde der Mittelwert getrennt berechnet und mit dem 













































Abb. 6.3: Vergleich der für die verschiedenen Probenzeitpunkte bestimmten Cutoff-Werte: Der 
Cutoff wurde auf jeder ELISA-Platte für jede Verdünnungsstufe bestimmt, indem die Seren von fünf 
Kontrollmäusen auf jeder Platte seriell verdünnt wurden. Die gemessenen OD450nm-Werte bildeten die 
Grundlage für die Berechnung des jeweiligen Cutoffs (FREY et al. 1998). Für dieses Diagramm 
wurden alle für einen Titer von 1:1.200 bestimmten Cutoff-Werte arithmetisch gemittelt und mit 
Standardfehler dargestellt. Pro Probenzeitpunkt und Beschichtungsprotein lagen 4 - 5 Platten vor. 
 
In diesem Diagramm wird deutlich, daß die Beschichtungsproteine verschiedene 
OD450nm-Werte generierten. Dies läßt sich durch die unterschiedlichen Verunreini-
gungen der Beschichtungsproteine erklären. Darüber hinaus kann festgestellt werden, 
daß der Cutoff nach der ersten - besonders aber nach der zweiten Immunisierung - 
stark ansteigt. Dieses Ergebnis läßt sich darauf zurückführen, daß die Immunisierung 
mit dem E. coli-Stamm Nissle 1917 zu einem starken Anstieg der anti-E. coli-
Antikörperspiegel führte, so daß eine Einschritt-Präadsorption nicht mehr ausreichend 
war, um alle anti-E. coli-Antikörper abzufangen.  
Es wurde trotzdem darauf verzichtet, bei der zweiten Postimmunprobe mehrere 
Präadsorptionsschritte hintereinander zu schalten, um zu gewährleisten, daß alle 
Proben nach dem gleichen Standard behandelt wurden, so daß die ELISA-Ergebnisse 
vergleichbar blieben. Es ist aber durchaus möglich, daß aufgrund der erhöhten Cutoffs 
der zweiten Postimmunprobe spezifische Antikörperantworten verdeckt wurden, so 
daß die errechneten Antigen-spezifischen Antikörpertiter niedriger ausgefallen sind als 
es der Wirklichkeit entspricht. Aus der angewandten Analysemethode läßt sich somit 
ein konservatives Ergebnis ableiten. 
Die Versuchstiere waren vor Beginn der Studie nicht dem Antigen ausgesetzt 





































Tatsächlich ließen sich aber z. T. geringfügige Titer auch zu dem Zeitpunkt der 
Präimmunprobennahme feststellen. Dies läßt sich darauf zurückführen, daß in den 
eingesetzten ELISA-Verfahren auch anti-E. coli-Antikörper nachgewiesen werden 
können, die sich durch einen Präadsorptionsschritt nicht gänzlich eliminieren lassen, 
da der Präadsorption eine Gleichgewichtsreaktion zugrunde liegt. Je nach individueller 
Besiedlung der Mäuse können die E. coli-spezifischen humoralen Immunantworten 
unterschiedlich stark ausfallen, so daß die Proben einiger Versuchstiere bis zu einem 
gewissen Titer oberhalb des errechneten Cutoffs liegen, andere Proben wiederum bei 
keiner im ELISA getesteten Verdünnung den Cutoff überschreiten.  
Die Besiedlung der Mäuse mit  E. coli vor Beginn der Immunisierung ließ sich 
mit den vorhandenen Hilfsmitteln nicht quantifizieren, so daß keine Korrelationen 
zwischen Besiedlungsrate einerseits und Präimmunreaktionen andererseits gemacht 
werden können. In stichprobenartig durchgeführten Kotanreicherungen mit 
Kotpräimmunproben auf MacConkey Nährböden, die nicht mit Ampicillin 
supplementiert waren, konnten zwar Enterobacteriaceae selektiv in großer Menge 
angezogen werden, zu dieser Familie zählen allerdings neben Escherichia sp. u.a. auch 
die Gattungen Proteus und Enterobacter. 
Die Stx2B-Gruppe zeigte sowohl in den Kot- als auch in den Blutproben nur 
einen geringfügigen Anstieg der Titer in der ersten Postimmunprobe, der nach der 
Boostervakzinierung wieder abfiel. Auffällig war auch, daß nur wenige Mäuse dieser 
Immunisierungsgruppe überhaupt mit einem erhöhten spezifischen Antikörpertiter auf 
die Vakzine reagiert hatten. Gründe für die schwache, statistisch nicht signifikante 
Immunreaktion könnten z. B. in der Immunogenität des Antigens gesucht werden. 
Gegen Stx2B konnte die Sifin GmbH, Berlin, jedoch sehr reaktive Antikörper (VT-2) 
aus Mäusen gewinnen, so daß dieser Grund nicht zutreffen kann. Auch eine schlechte 
Besiedlung durch den Immunisierungsstamm kann zum Ausbleiben einer signifikanten 
Immunantwort geführt haben. Sollte der Plasmidvektor in diesem Stamm weniger 
stabil gewesen sein als in den beiden anderen, hätte dies zu einer Besiedlung durch den 
Nissle 1917-Wildtypstamm führen können. In diesem Falle hätten die Proben, die 
nicht präadsorbiert wurden, zu hohen Postimmuntitern, die adsorbierten Proben 
allerdings zu keiner oder nur einer geringfügigen Erhöhung der Antikörperantwort 
führen müssen.  
Die Seren der Stx2B-Gruppe wurden daher auch ohne Präadsorption in ELISA 
eingesetzt. Es konnte festgestellt werden, daß es nur in wenigen Fällen nach der 
Immunisierung zu einer Erhöhung der gemessenen OD450nm-Werte kam. In den 
meisten Fällen ergab sich jedoch kaum eine Veränderung der OD450nm-Werte im 
Verlauf der Immunisierungsstudie. Hieraus kann geschlossen werden, daß es in der 
Stx2B-Gruppe zu keiner Besiedlung der Mäuse durch den E. coli Nissle 1917 kam 




spezifische Immunantwort auszulösen. Die Ursachen für dieses Ergebnis konnten im 
Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht werden. 
Bei den Immunisierungen mit den Stx1B- bzw. Stx2eB-präsentierenden 
rekombinanten E. coli Nissle 1917-Stämmen nahm die Immunantwort einen anderen 
Verlauf. Die erste Postimmunprobe ergab sowohl bei der Untersuchung der Kot-
extrakte als auch bei der Analyse der Seren einen Anstieg der spezifischen Anti-
körpertiter. Nach der Boostervakzinierung war nochmals ein deutlicher Anstieg zu 
erkennen, was darauf hindeutet, daß die erste Immunisierung wahrscheinlich zur 
Induktion einer zellulären Immunantwort geführt hat (Bildung von Gedächtniszellen). 
In der statistischen Auswertung erwies sich die systemische Immunreaktion der 
Stx1B-Gruppe als signifikant, wobei sich sowohl die erste als auch die zweite 
Postimmunprobe von der Präimmunprobe abhob. Der Unterschied im Titer zwischen 
den beiden Postimmunproben ließ sich statistisch nicht halten. 
Die Stx2eB-Gruppe zeigte dagegen statistisch abgesicherte Unterschiede in der 
mukosalen Immunantwort. Die zweite Postimmunprobe unterschied sich sowohl von 
der Präimmunprobe als auch von der ersten Postimmunprobe. Die Titer der Präimmun-
probe und ersten Postimmunprobe unterschieden sich dagegen kaum. 
In den übrigen Fällen lieferten statistische Analysen keine signifikanten 
Ergebnisse. Dies lag jedoch nicht daran, daß gar keine oder nur äußerst schwache 
spezifische Antikörpertiter zu messen waren. Vielmehr lag es an der Tatsache, daß die 
Versuchstiere einer Gruppe sehr inhomogene Ergebnisse lieferten: Während einige mit 
einer stark erhöhten Antikörperantwort (Endpunkttiter > 76.800 bei Serenproben) 
reagierten, kam es bei anderen Mäusen nur zu einer geringfügigen bzw. keiner 
messbaren Immunreaktion. 
Dies läßt sich möglicherweise auf den individuellen Status der Versuchstiere 
zurückführen. Unterschiede in der residenten Mikroflora des Darms können die Be-
siedlung durch den Immunisierungsstamm ebenfalls beeinflussen. Eigenschaften der 
Immunisierungsstämme, wie z. B. verschiedenartige Überlebensraten in der Immuni-
sierungssuspension und Plasmidstabilität würden sich auch auf die Immunantwort der 
Versuchstiere auswirken.  
Allerdings darf an dieser Stelle nicht außer Acht gelassen werden, daß sich eine nicht 
ausreichende Besiedlung (bzgl. Dauer und Menge) hauptsächlich dadurch begründen 
lassen könnte, daß es sich bei dem verwendeten E. coli-Stamm um keinen natürlicher-
weise in der Mikroflora des Mäusedarms vorkommenden Organismus handelt.  
Nicht zuletzt muß noch die Möglichkeit erwogen werden, ob durch die zwar 
konstitutive, aber niedrige bis mittlere Promotoraktivität des aidA-Promotors, 
ausreichende Mengen an Antigenen auf der Oberfläche des Vakzineträgers präsentiert 
werden (JOSE et al. 2001). In zwei der untersuchten Immunisierungsgruppen war die 




möglich, daß dies für jedes verwendete Antigen überprüft werden muß. Der Vorteil 
eines Promotors mit relativ niedriger Aktivität ist jedoch eindeutig: Je niedriger die 
Stoffwechselbelastung (metabolic burden) ausfällt, die durch die Plasmidvektoren auf 
den lebenden Vakzineträger ausgeübt werden, desto höher wird seine "Fitneß" sein 
(GLICK 1995). 
6.3 Zusammenfassung und Ausblick 
Diese Studie bestätigt die zuvor gezeigten immunomodulatorischen Eigenschaften des 
E. coli-Stammes Nissle 1917: Die Besiedlung der Versuchstiere mit diesem Stamm 
führte zu stark erhöhten anti-E. coli-spezifischen Antikörperspiegeln, die sowohl in 
Seren (IgG) als auch in Kotextrakten (S-IgA) nachgewiesen werden konnten. 
Darüber hinaus läßt sich der Schluß ziehen, daß sich dieser Stamm als Vakzineträger 
eignet. In zwei Immunisierungsgruppen ließen sich statistisch signifikante Titer von 
Antikörpern, die spezifisch waren für das durch den Stamm präsentierte Antigen, nach 
der Immunisierung ermitteln. Diese Antikörper ließen sich sowohl in systemischen 
(Serum) als auch mukosalen (Kotextrakt) Proben nachweisen.  
Die orale Vakzinierung mit dem eingesetzten Lebendimpfstoffsystem eignet 
sich demnach für die Induktion sowohl mukosaler als auch systemischer 
Immunantworten. Zugleich kann daraus geschlossen werden, daß der Translokator 
AIDAC des AIDA-Autotransporters ein geeignetes Modul zur Präsentation heterologer 
Antigene im Vakzinestamm E. coli Nissle 1917 darstellt. Die für die Fusionsproteine 
StxB-AIDAC kodierenden Gene, die unter dem natürlichen aidA Promotor stehen, 
werden in vivo auf der Oberfläche exprimiert und die Fusionsproteine synthetisiert. 
Detailliertere Aussagen über die Eigenschaften des E. coli-Stammes 
Nissle 1917 als Kolonisierer des Darms in verschiedenen Modellsystemen oder auch 
im Menschen ließen sich treffen, wenn ein zuverlässiges Stamm-spezifisches 
Detektionssystem etabliert werden könnte. Dieses müßte aber in high throughput-
Verfahren anwendbar sein, um die bei Immunisierungsstudien anfallenden Proben-
mengen analysieren zu können. 
Der Einsatz weiterer Antigene, aber auch die Nutzung unterschiedlicher Promotoren 
für die Expression der Antigen-AIDAC Fusionsproteine in weiteren Immunisierungs-
studien könnte zur Etablierung eines optimierten Vakzineträgersystems führen. 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, daß sich kommensale Mikroorganismen als 
Trägersystem für die Entwicklung von Lebendimpfstoffen eignen. Darüber hinaus 
wurde gezeigt, daß die Oberflächenpräsentation der Antigene zu einer mukosalen und 
systemischen Immunreaktion führt. Als Modul zur Oberflächenpräsentation hat sich 




Attenuierte pathogene Mikroorganismen wurden als Träger bisheriger mukosaler 
Vakzinen genutzt, obgleich deren Einsatz als Lebendimpfstoff immer ein Restrisiko 
birgt. Im Hinblick darauf, daß der Schutz mukosaler Oberflächen nur dann erreicht 
wird, wenn die Impfung auf mukosalem Wege erfolgt, ist es wichtig, in weiteren 
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AB-Toxin adhesion and binding toxin 
AIDA adhesion involved in diffuse adherence 
AIDAC AIDACore, Translokationsdomäne des AIDA 
AP Alkalische Phosphatase 
BALT bronchus-associated lymphoid tissue 
B-Lymphozyt bursa equivalent lymphocyte 
bp Basenpaare 






d.h. das heißt 
DEAE Diethylamino-Ethanol 
D-MALT diffuse mucosa-associated lymphoid tissue 
DNA desoxyribonucleic acid 
DPBS Dulbecco’s phosphate buffered saline 
DPBS-PIB Protein-Inhibitor-Cocktail mit Bestatin-Hydrochlorid in DPBS 
E. coli Escherichia coli 
EDTA ethylene diamine tetraacetic acid 
ELISA enzyme-linked immuno sorbant assay 
EPEC enteropathogener Escherichia coli 
et al. et alii 
FAE Follikel-assoziiertes Epithel 













HEV high endothelial venules 
His Histidin 
HIV human immunodeficiency virus 
HUS hämolytisch-urämisches Syndrom 
I Isoleucin 
i.e. id est 
Ig Immunglobulin 
IPTG Isopropyl-ß-D-thiogalaktosid 




MALT mucosa-associated lymphoid tissue 
MAMPs microbe-associated molecular patterns 
MBP maltose binding protein 
mg Milligramm 







MP-DPBS Milchpulver in DPBS 
MW Mittelwert 
M-Zellen microfold oder membraneous cells 








O-GALT organized gut-associated lymphoid tissue 




PAMPs pathogen-associated molecular patterns 
PCR polymerase chain reaction 
pH negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkon-
zentration 
p-IgA polymere Ig A 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
PO Meerrettichperoxidase 
Protein F Fusionsprotein 
Protein H Hämagglutinin 
Protein L Polymerase 
Protein N Nukleokapsidprotein 
Protein P Phosphoprotein 
PRR pattern-recognition receptor 
RAG rabbit-anti-goat 




SDS sodium dodecyl sulfate 
SEM standard error of the mean 
S-Ig A sekretorisches Ig A 
SPF specific pathogen free 
STEC Shigatoxin produzierende E. coli 
Stx Shigatoxin 
T Thymidinmonophosphat 
T- Lymphozyt thymus derived lymphocyte 
u.a. unter anderem 
v/v volume per volume 
w/v weight per volume 
z.B. zum Beispiel 












8.2 Ergebnisse der PCR-Diagnostik 
Abb. 8.1: PCR-Diagnostik zur Überpüfung des Besiedlunserfolgs: Kotproben wurden an den 
Tagen 0 (A), 10 (B), 16 (C), 28 (D), 31 (E) und 38 (F) genommen und für Immunisierungsplasmid-
spezifische PCR eingesetzt. Als Primer dienten DTP34/DTP35, mit denen sich pDT6 spezifisch 
nachweisen läßt. In den Spuren 1 - 8 sind die PCR-Ansätze mit den Kotextrakten der Mäuse #1 - 8 zu 
sehen, Spur 9 zeigt einen PCR-Ansatz, bei dem eine Plasmidpräparation von pDT6 als Matrize diente, 
in Spur 10 ist das Ergebnis einer PCR mit dem Kotextrakt einer Maus aus der tierexperimentellen 
Einrichtung des ZMBE dargestellt, die in keiner Verbindung mit den in dieser Arbeit dargestellten 
Studien stand. 
 







































































Abb. 8.2: PCR-Diagnostik zur Überpüfung des Besiedlunserfolgs: Kotproben wurden an den 
Tagen 0 (A), 10 (B), 16 (C), 28 (D), 31 (E) und 38 (F) genommen und für Immunisierungsplasmid-
spezifische PCR eingesetzt. Als Primer dienten DTP34/DTP36, mit denen sich pDT8 spezifisch 
nachweisen läßt. In den Spuren 1 - 8 sind die PCR-Ansätze mit den Kotextrakten der Mäuse # 9 - 16 
zu sehen, Spur 9 zeigt einen PCR-Ansatz, bei dem eine Plasmidpräparation von pDT8 als Matrize 
diente, in Spur 10 ist das Ergebnis einer PCR mit dem Kotextrakt einer Maus aus der tierexperimen-
tellen Einrichtung des ZMBE dargestellt, die in keiner Verbindung mit den in dieser Arbeit dargestell-
ten Studien stand. 
 










































Abb. 8.3: PCR-Diagnostik zur Überpüfung des Besiedlunserfolgs: Kotproben wurden an den 
Tagen 0 (A), 10 (B), 16 (C), 28 (D), 31 (E) und 38 (F) genommen und für Immunisierungsplasmid-
spezifische PCR eingesetzt. Als Primer dienten DTP34/DTP37, mit denen sich pDT7 spezifisch 
nachweisen läßt. In den Spuren 1 - 8 sind die PCR-Ansätze mit den Kotextrakten der Mäuse # 17 - 23 
zu sehen, Spur 9 zeigt einen PCR-Ansatz, bei dem eine Plasmidpräparation von pDT7 als Matrize 
diente, in Spur 10 ist das Ergebnis einer PCR mit dem Kotextrakt einer Maus aus der tierexperimen-
tellen Einrichtung des ZMBE dargestellt, die in keiner Verbindung mit den in dieser Arbeit dargestell-
ten Studien stand. 
 









































Abb. 8.4: PCR-Diagnostik zur Überpüfung des Besiedlunserfolgs: Kotproben wurden an den 
Tagen 0 (A), 10 (B), 16 (C), 28 (D), 31 (E) und 38 (F) genommen und für Immunisierungsplasmid-
spezifische PCR eingesetzt. Als Primer dienten DTP34/DTP38, mit denen sich pMK90 spezifisch 
nachweisen läßt. In den Spuren 1 - 8 sind die PCR-Ansätze mit den Kotextrakten der Mäuse # 24 - 32 
zu sehen, Spur 9 zeigt einen PCR-Ansatz, bei dem eine Plasmidpräparation von pMK90 als Matrize 
diente, in Spur 10 ist das Ergebnis einer PCR mit dem Kotextrakt einer Maus aus der tierexperimen-
tellen Einrichtung des ZMBE dargestellt, die in keiner Verbindung mit den in dieser Arbeit dargestell-
ten Studien stand. 
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01.05.-31.08.1999 Wissenschaftliche Mitarbeiterin am Institut für Botanik und Allgemeine 
Mikrobiologie an der Westfälischen Wilhelms-Universität Münster 
ab 15.09.1999 Wissenschaftliche Mitarbeiterin am Institut für Infektiologie des Zentrums für 
Molekularbiologie der Entzündung am Universitätsklinikum Münster 
Beginn der Dissertation: 
15.09.1999 am Institut für Infektiologie des Zentrums für Molekularbiologie der Entzün-
dung am Universitätsklinikum Münster unter der Betreuung von Prof. Dr. M. 
Alexander Schmidt 
sonstige Tätigkeiten/Auszeichnungen: 
30.09.-04.10.2001 Posterpreis bei der 53. Tagung der Deutschen Gesellschaft für Hygiene und 
Mikrobiologie (DGHM) in Aachen 
03.09.-13.09.2002 Besuch der Spetsai Summer School, EMBO/FEBS Lecture Course at the 
Island of Spetses: Molecular Basis of Bacterial Virulence and Survival Within 
Infected Hosts and in the Environment 
30.06-04.07.2003 Teilnahme an der Tagung der Nobelpreisträger in Lindau 
2000 und 2002 Gold-, Silber- und Bronzemedaillen bei den Deutschen Meisterschaften in der 
olympischen Sportart Wushu; Ehrenurkunden durch den Rat und die Verwal-
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